Dosage quantitatif de la protéine FMRP : développement d'un nouvel outil diagnostique pour le syndrome du X fragile by Lessard, Mandy
NOTE TO USERS 
This reproduction is the best copy available. 
UMI' 

Université de Sherbrooke 
Dosage quantitatif de la protéine FMRP : développement d'un nouvel outil 
diagnostique pour le syndrome du X fragile 
Par 
Mandy Lessard 
Département de Biochimie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 
en vue de l'obtention du grade de maître ès en sciences (M.Se.) 
en biochimie 
Sherbrooke, Québec, Canada 
Juillet 2011 
Membres du jury d'évaluation 
François Corbin, M.D., Ph.D. Département de Biochimie 
Jean Dubé, M.D., Ph.D. Département de Biochimie 
Guillaume Sébire, M.D., Ph.D. Département de Pédiatrie 
© Mandy Lessard, 2010 







Patrimoine de l'édition 
395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada 
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Your file Votre référence 
ISBN: 978-0-494-90988-1 
Our file Notre référence 
ISBN: 978-0-494-90988-1 
NOTICE: 
The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
télécommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 
AVIS: 
L'auteur a accordé une licence non exclusive 
permettant à la Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ou par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, électronique et/ou 
autres formats. 
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission. 
L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protégé cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 
Conformément à la loi canadienne sur la 
protection de la vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant. 
Canada 
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Le syndrome du X fragile est la première cause monogénique de déficience intellectuelle 
héréditaire affectant un garçon sur 5161 et une fille sur 6000. La maladie résulte de 
mutations dynamiques dans le gène FMRI (expansion de trinucléotides CGG et 
méthylation du gène) conduisant à l'absence ou à la diminution importante d'expression de 
la protéine FMRP (Fragile X Mental Retarda/ion Protein). Le syndrome du X fragile est 
difficile à identifier étant donné la grande variabilité des manifestations cliniques entre les 
individus. La déficience intellectuelle est variable et elle est moins profonde chez les 
femmes et les individus mosaïques. Le phénotype atténué chez ces patients serait dû à la 
présence d'un allèle fonctionnel permettant la synthèse de la protéine FMRP dans une 
portion des cellules. Ainsi, il est suggéré qu'une relation existerait entre la quantité de 
synthèse de FMRP au cerveau et le phénotype cognitif des individus avec le syndrome du 
X fragile. Le but de notre projet de recherche est de développer un test diagnostique pour 
le syndrome du X fragile, base sur la mesure quantitative de la protéine FMRP dans les 
plaquettes sanguines. D'abord, les niveaux de FMRP ont été mesurés dans une population 
d'individus sans déficience intellectuelle d'âges et de sexes différents. Nos résultats 
montrent que les niveaux mesurés suivent une distribution normale et ne seraient pas 
influencés par le sexe ou l'âge. Ensuite, ces niveaux de FMRP ont été comparés avec ceux 
mesurés chez les individus diagnostiqués avec le syndrome du X fragile. Comme attendu, 
les niveaux de FMRP des individus avec le X fragile sont inférieurs à ceux des contrôles et 
permettent d'établir une valeur seuil pour le diagnostic de la maladie. En combinant les 
résultats obtenus chez les femmes et hommes avec la maladie, une relation positive entre 
FMRP, le quotient intellectuel et le comportement adaptatif a été observée. Dans le groupe 
des femmes avec le syndrome du X fragile, la relation entre FMRP et le comportement 
adaptatif demeure statistiquement significative. L'approche que nous proposons permet 
non seulement de détecter les cas de syndrome du X fragile, mais également de donner des 
informations prédictives des capacités cognitives des individus atteints. Ce nouvel outil 
diagnostique pourrait avoir des impacts significatifs dans l'investigation et la prise en 
charge des individus avec le syndrome du X fragile. 
Mots clés : FMRP, fonctions cognitives, immunobuvardage quantitatif, plaquettes 
sanguines, syndrome du X fragile. 
TABLE DES MATIÈRES 
TABLE DES MATIÈRES ; III 
LISTE DES TABLEAUX VI 
LISTE DES FIGURES VII 
LISTE DES ABBRÉVIATIONS VIII 
1. Chapitre 1: L'introduction 1 
1.1. La déficience intellectuelle 1 
l.l .1. L'évaluation de la déficience intellectuelle 2 
1.1.2. Les causes de la déficience intellectuelle 5 
1.1.2.1. L'investigation de la déficience intellectuelle 6 
1.2. L'historique du syndrome du X fragile 6 
1.3. Les manifestations cliniques du syndrome du X fragile 7 
1.4. Les manifestations cognitives du syndrome du X fragile 9 
1.5. La génétique du syndrome du X fragile 10 
1.5.1. Le gèneFMRî 10 
1.5.2. La protéine FMRP 11 
1.5.3. Les protéines FXR1P et FXR2P 14 
1.5.4. La mutation classique 14 
1.5.4.1. La prémutation 15 
1.5.4.2. La mutation complète 16 
1.5.4.3. Le phénotype des femmes et des hommes mosaïques 17 
1.5.5. Les autres mutations 18 
1.6. Le diagnostic du syndrome du X fragile 18 
1.6.1. L'approche moléculaire 18 
1.6.2. L'approche protéique 19 
1.6.2.1. Les approches immunohistochimiques 20 
1.6.2.2. Les approches par immunobuvardage 23 
1.6.2.3. L'approche par ELISA 24 
1.6.2.4. La relation entre l'expression de FMRP et le profil cognitif des individus 
avec le syndrome du X fragile 26 
2. Chapitre 2 : La méthodologie 32 
2.1. Le rationnel de l'étude 32 
2.1.1. La méthode expérimentale 35 
2.1.1.1. Le choix du type cellulaire 35 
2.1.1.2. La préparation de l'échantillon 36 
2.1.1.3. La méthode par spectrométrie de masse 37 
2.1.1.4. La méthode par immunobuvardage 38 
2.1.2. Le choix des tests cognitifs 40 
2.2. Les objectifs du projet de recherche 40 
2.3. Les hypothèses de l'étude 41 
2.4. La population à l'étude 42 
2.4.1. L'échantillon 43 
2.4.2. Les critères de sélection 44 
IV 
2.4.3. Le milieu de l'étude 45 
2.5. Les instruments de mesure 45 
2.6. Le déroulement de l'étude 46 
2.7. Les analyses statistiques 47 
2.8. Les considérations scientifiques 48 
2.9. Les considérations éthiques 48 
3. Chapitre 3 : L'article scientifique 50 
3.1. L'avant-propos 50 
3.2. Le résumé de l'article en français 51 
Abstract 52 
Introduction 53 
Subjects and Methods 54 
Research subjects 54 
Isolation of platelets 54 
FMRP quantification 54 
Cognitive évaluations 55 
Data analysis 55 
RESULTS 55 
FMRP is present in blood platelets 55 
FMRP levels in blood platelets from control individuals follow a normal distribution ...55 
FMRP levels in fragile X syndrome subjects 56 
Diagnostic performance of the test and threshold FMRP value 57 
Relationship bctwecn FMRP levels and IQ among fragile X syndrome individuals 58 
Relationship between FMRP levels and adaptive behavior among fragile X syndrome 
individuals 59 
Acknowledgements 63 
Web Resources 63 
Supplemental Data description 63 
Référencés 65 
4. Chapitre 4 : Discussion 67 
4.1. La mesure de la protéine FMRP dans les plaquettes sanguines est reproductible 68 
4.2. Les niveaux d'expression de la protéine FMRP chez les individus normaux se 
distribuent selon la normale 68 
4.3. La mesure de l'expression intraplaquettaire de la protéine FMRP permet de détecter 
les cas de syndrome du X fragile 70 
4.4. La mesure de FMRP comme élément prédictif du profil cognitif 72 
4.4.1. L'évaluation du quotient intellectuel 72 
4.4.2. La mesure du comportement adaptatif 75 
4.5. Les forces, limites et retombées de l'étude 77 
4.6. Les perspectives de l'étude 79 
4.6.1. À court terme 79 
4.6.2. A moyen terme 80 
4.6.3. À long terme 81 




ANNEXE A : Le questionnaire général 93 
ANNEXE B : La lettre d'approbation et d'attestation du comité d'éthique à la recherche 
(CER) du CHUS 95 
ANNEXE C : Le formulaire de consentement : Mineurs sains 97 
ANNEXE D : Le formulaire de consentement : Volontaires sains majeurs 105 
ANNEXE E : Le formulaire de consentement : Mineurs avec le syndrome du X fragile.. 113 
ANNEXE F : Le formulaire de consentement : Majeurs avec le syndrome du X fragile ..121 
ANNEXE G : Le formulaire de consentement : Mineurs en investigation pour le 
syndrome du X fragile 129 
ANNEXE H : Preuve de soumission de l'article 137 
ANNEXE I : Autorisation d'intégration d'un article en collaboration 139 
LISTE DES TABLEAUX 
Tableau 1 : La classification de la déficience intellectuelle 1 
Tableau 2 : Les notes composites déterminées par les échelles d'intelligence de 
Wechsler et leurs sous-tests respectifs 4 
Tableau 3 : Les étiologies de la déficience intellectuelle selon leur prévalence 5 
Tableau 4 : Les manifestations physiques chez les femmes et les hommes 
avec le syndrome du X fragile 8 
Tableau 5 : Les manifestations comportementales des femmes et des hommes 
avec le syndrome du X fragile 9 
Tableau 6 : Le dosage de la protéine FMRP dans les plaquettes sanguines 
et dans les lymphocytes 34 
Tableau 7 : Deux exemples de l'impact de la contamination plaquettaire 
sur la quantification de FMRP dans des extraits de lymphocyte 34 
Tableau 8 : Deux exemples de Limpact de la contamination lymphocytaire sur la 
quantification de la protéine FMRP dans des extraits plaquettaires 35 
LE TABLEAU DE L'ARTICLE 
Table 1 : Relationship between FMRP expression and cognitive abilities 64 
LISTE DES FIGURES 
Figure 1 : Photographie d'un chromosome X présentant un site fragile 7 
Figure 2 : Présentation typique de la protéine FMRP 12 
Figure 3 : La distribution quasi-ubiquitaire de la protéine FMRP dans les tissus 
de la souris adulte 13 
Figure 4 : La structure des protéines de la famille des FXR 14 
Figure 5 : Le gène FMR1 sous ces trois formes 17 
Figure 6 : Le modèle de la relation entre le quotient intellectuel et le pourcentage 
de lymphocytes exprimant la protéine 30 
LISTE DES FIGURES DE L'ARTICLE 
Figure 1 : FMRP expression is significantly lower in fragile X patients 
as compared to controls 57 
Figure 2 : FMRP levels can discriminate fragile X syndrome subjects from 
healthy controls 58 
Figure 3 : Graphical représentation of the relationship between FMRP levels 
and full scale IQ 59 
Figure 4 : Graphical représentation of the relationship between FMRP levels 
and adaptive behavior 60 
LISTE DES ABBRÉV1ATI0NS 
Abréviations Signification 
ABC-C Aberrant Behavior Checklist - Community 
BDS Behavior Dyscontrol Scale 
CFT Rey Complex Figure Test 
CHUS Centre hospitalier universitaire de Sherbrooke 
CLSI Clinical and Luboratory Standards Instita/e 
DSM-IV Manuel diagnostique et statistique des désordres mentaux, 
4e édition 
EGQI Échelle globale de quotient intellectuel 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
fg Fentogrammes (10",5gramme) 
FMRI Fragile X Mental Retarda lion 1 
FMRP Fragile X Mental Retardation Protein 
FMSS Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé 
FRAXA FRAgile chromosome X site A 
FXPOI Insuffisance ovarienne précoce liée au gène FMRI 
FXR Fragile X Related 
FXR1 Fragile X Related I 
FXR2 Fragile X Related 2 
FXR1P Fragile X Related / Protein 
FXR2P Fragile X Related 2 Protein 
FXTAS Syndrome de tremblements, d'ataxie et de démence lié au gène 
FMRI 
ICV Indice de compréhension verbale 
IMT Indice de mémoire de travail 
IOP Indice d'organisation perceptuelle 
1RP Indice de raisonnement perceptif 
IVT Indice de vitesse de traitement de F information 
KAUFMAN-ABC Kaufman Assessment Battery for Children 
KITAP Kinder-l'est batterie zur Aufmerksamkeitspriifung 
LC-MS/MS Chromatographie liquide liée à un spectromètre de masse en tandem 
NES Signal d'exportation nucléaire 
NLS Signal de localisation nucléaire 
Ql Quotient intellectuel 
QIP Quotient intellectuel de performance 
QIV Quotient intellectuel verbal 
SAX Sreening Assay for Fragile X Syndrome 
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis 
UdeS Université de Sherbrooke 
VTQ Vitesse de traitement de l'information 
IX 
WAIS-III Wechsier Adult Intelligence Scale Third Edition 
WISC-IV Wechsier Intelligence Scale for Children Fonrih Edition 
WPPSI-III Wechsier Preschool and Primary Scale of Intelligence Third Edition 
1. Chapitre 1: L'introduction 
1.1. La déficience intellectuelle 
Le retard de développement est un retard des acquisitions d'un enfant par rapport à ceux du 
même âge. Les causes de ce retard sont multiples : infections intra-utérines, complications 
lors de l'accouchement, prématurité, facteurs génétiques, etc. Dans la plupart des cas, le 
retard de développement rentrera dans l'ordre avec le temps. Par contre, ce retard ne sera 
pas rattrapé chez les individus avec une déficience intellectuelle. La déficience 
intellectuelle affecte de 1 à 3 % de la population mondiale (McLaren et Bryson, 1987; 
Curry et ai, 1997; Rauch et a!., 2006; Chelly et ai, 2006) et s'observe dès l'âge de 
scolarité, au moment où son évaluation est possible. Elle se caractérise par une diminution 
du quotient intellectuel (QI) et du comportement adaptatif. Le comportement adaptatif fait 
référence à l'indépendance personnelle et à la responsabilité sociale (American Association 
on Mental Retardation, 2002). L'évaluation de la déficience intellectuelle permet de la 
diagnostiquer et de la catégoriser. Selon le DSM-1V (Manuel diagnostique et statistique des 
désordres mentaux, 4e édition; American Psychiatrie Association, 2000), la déficience 
intellectuelle se classe en quatre catégories selon le degré d'atteinte. En effet, le quotient 
intellectuel permet de distinguer la déficience intellectuelle légère, modérée, sévère et 
profonde. Le tableau suivant présente chacune de ces catégories, le quotient intellectuel et 
le pourcentage de la population avec déficience intellectuelle affectée (Tableau 1). 
Tableau 1 : La classification de la déficience intellectuelle 
Degré d'atteinte Quotient intellectuel (QI) 
% de la population avec 
déficience intellectuelle 
Légère 50-55 à 70 85 
Modérée 35-40 à 50-55 10 
Sévère 20-25 à 35-40 3 à 4 
Profonde <25-20 là 2 
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1.1.1. L'évaluation de la déficience intellectuelle 
De nombreux tests sont utilisés pour étudier le profil cognitif tant au niveau du 
fonctionnement intellectuel que du fonctionnement adaptatif. Dans le cas du syndrome du 
X fragile, il n'y a ni lignes directrices ni consensus et parmi les évaluations fréquemment 
utilisées, on note le test d'intelligence de Stanford-Binet (4e édition), les tests de Wechsler, 
le Vineland, le test Kaufman-ABC (Kaufman Assessment Battery for Children), le KITAP 
(Kinder-Testbatterie zur Aufmerksamkeitsprufung), le CFT (Rey Complex Figure Test), le 
BDS (Behavior Dyscontrol Scale), l'ABC-C (Abberant Behavior Checklist-Community), le 
Leiter révisé, le test des matrices progressives de Ravens, l'échelle de comportement 
adaptatif de Vineland (Vineland Adaptive Behavior Scale), etc. L'évaluation du profil 
cognitif doit tenir compte de l'âge, du milieu culturel et de la langue du sujet en évaluation. 
Malheureusement, la majorité de ces tests n'ont pas de traduction valide pour les 
francophones du Canada. Ainsi, les outils disponibles pour l'évaluation du profil cognitif 
sont limités. 
Les tests de Wechsler, spécifiques pour l'âge, sont reconnus et majoritairement utilisés 
pour l'évaluation de la déficience intellectuelle. De plus, il existe des versions standardisées 
de ces tests pour de nombreuses populations, notamment pour les francophones du Canada. 
Également, ils sont disponibles en plusieurs versions selon l'âge du sujet à évaluer. On 
distingue le WPPSI-III (Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence Third 
Edition) qui existe en 2 versions : une pour les enfants de 2 ans et 6 mois à 3 ans et 11 mois 
et l'autre pour les enfants de 4 ans à 7 ans et 3 mois, le WISC-IV (Wechsler Intelligence 
Scale for Children Fourth Edition) pour les enfants entre 6 et 16 ans 1 lmois et le WAIS-III 
(Wechsler Adult Intelligence Scale Third Edition) pour les adultes âgés de 17 ans et plus. 
Les scores obtenus au WPPSI-III, au WISC-IV et au WAIS-III sont standardisés en 
fonction de l'âge, ce qui les rend comparables entre les patients d'âges différents. 
Le WPPSI-III, le WISC-IV et le WAIS-III sont des échelles d'intelligence composées de 
sous-tests verbaux et de sous-tests de performance (non verbaux). Ces sous-tests donnent 
des informations sur le fonctionnement intellectuel notamment au niveau de la 
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compréhension et de l'expression verbale, de la mémoire, de l'organisation spatiale et de la 
capacité d'analyse. Le tableau 2 présente les notes qui sont calculées avec le WPPSl-lli 
(A), le WISC-IV (B) et le WAIS-TIT (C), ainsi que chacun des sous-tests qui s'y rattachent. 
Dans le diagnostic de la déficience intellectuelle, l'évaluation du comportement adaptatif 
est complémentaire à celle du fonctionnement intellectuel (Beail, 2003). L'échelle de 
comportement adaptatif de Vineland peut être utilisée de la naissance à l'âge adulte afin de 
mesurer les compétences sociales, d'autonomie, de communication et d'adaptation. Ce test 
prend en considération l:âge chronologique du sujet et est réalisé sous forme d'une 
entrevue semi-structurée avec un proche qui prend soin de l'individu en évaluation. Plus 
précisément, le test permet d'étudier les compétences de la vie quotidienne (les soins 
personnels, les tâches domestiques, la vie en société); la communication (expressive, 
réceptive, écrite) et la socialisation (les relations interpersonnelles, le jeu et les loisirs, les 
capacités d'ajustement). Pour les enfants de moins six ans, le Vineland évalue les 
compétences motrices (motricité globale, motricité fine). Les réponses aux questions pour 
chacune des sphères sont pondérées avec une moyenne de 100 et une cote globale peut être 
calculée pour l'ensemble des sphères. 
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Tableau 2 : Les notes composites déterminées par les échelles d'intelligence de Wechsler 
et leurs sous-tests respectifs 
Tableau 2 A: Le WPPSI-II1 
Échelle globale de QI (EGQ1) 
QI Verbal (QIV) 
Indice de vitesse de traitement 
de l'information (IVT) 
QI Performance (QIP) 
Code 
Repérage de symboles 
Connaissances 
Vocabulaire 





Concepts en images 
Images à compléter (Facultatii) 
Assemblage d'objets (Facultatif) 
Le tableau 2 B: Le WISC-IV 
Indice de raisonnement 
perceptif (IRP) 
Indice de mémoire 
<lc travail (IMT) 
Indice de 
compréhension verbal (ICV) 
Indice de vitesse de traitement 
de l'information (IVT) 
Echelle globale de QI (EGQI) 
Blocs 
Matrice 
Concept en images 
Images à compléter 
Séquences de chilfres 








Repérage de symboles 
Annulation 
Tableau 2 C : Le WAIS-III 
Indice d'organisation 
perceptive (IOP) 
Indice de mémoire 
de travail (IMT) 
Indice de 
compréhension verbal (ICV) 
Indice de vitesse de traitement 
de l'information (IVT) 
Échelle globale de QI (EGQI) 




Images à compléter 








Repérage de symboles 
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1.1.2. Les causes de la déficience intellectuelle 
Les causes de la déficience intellectuelle sont très nombreuses (Tableau 3). Panni celles-ci, 
on dénombre les causes congénitales, génétiques (hérédité, troubles chromosomiques), 
environnementales et les problèmes lors de la grossesse (consommation d'alcool, infections 
intra-utérines). Le syndrome de Down est la première cause de déficience intellectuelle due 
à une anomalie chromosomique. Actuellement, les causes de déficience intellectuelle sont 
très nombreuses et les outils diagnostiques sont limités. Il en résulte que, dans 30 à 50 % 
des cas, l'étiologie demeurera inconnue après une évaluation étendue (Curry et al., 1997). 
Parmi les causes monogéniques connues de déficience intellectuelle héréditaire, le 
syndrome du X fragile demeure l'étiologie la plus fréquente et représente 2 à 5 % des 
individus avec déficience intellectuelle (Arrieta et ai, 1999; de Vries et a!., 1997; Rauch et 
al., 2006). En général, les causes de déficience intellectuelle légère sont celles qui 
demeurent les moins connues après investigation. 
Tableau 3 : Les étiologies de la déficience intellectuelle selon leur prévalence (adapté de 
(Curry et al., 1997) 
Etiologie Pourcentage (%) 
Anomalies chromosomiques 
4-28 
Syndromes dysmorphiques 3-7 
Maladies monogéniques connues 3-9 
Anomalies structurelles du système nerveux central 7-17 
Complications liées à la prématurité 2-10 
Facteurs environnementaux et tératogènes 5-13 
Déficience intellectuelle « culturelle ou familiale » 3-12 
Syndromes monogéniques, provisoirement uniques 1-5 
Causes endocriniennes/métaboliques 1-5 
Inconnue 30-50 
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1.1.2.1. L'investigation de la déficience intellectuelle 
Au Québec, un programme de dépistage néonatal systématique des maladies thyroïdiennes 
est implanté depuis de nombreuses années. Ainsi, dans la majorité des cas, les causes 
thyroïdiennes de la déficience intellectuelle peuvent être écartées. Lors de l'investigation de 
la déficience intellectuelle, le clinicien procède d'abord à un questionnaire médical et à un 
examen physique. Le clinicien s'intéressera entre autres aux antécédents familiaux, aux 
problèmes survenus lors de la grossesse ou lors de l'accouchement, à la prise d'alcool, de 
drogues ou de médicaments durant la grossesse, aux causes environnementales, etc. Lors de 
l'examen physique, le médecin cherchera un signe distinctif pouvant orienter le diagnostic. 
En présence d'une dysmorphie, comme dans le cas du syndrome de Down, d'un signe 
physique ou de réponses au questionnaire pouvant orienter le diagnostic; le clinicien optera 
pour un diagnostic ciblé pour la pathologie suspectée. En absence de tels indices ou 
d'antécédents familiaux documentés, des examens généraux seront demandés, dont le 
caryotype et la recherche du syndrome du X fragile. 
1.2. L'historique du syndrome du X fragile 
En 1943, J. P. Martin et J. Bell ont étudié une famille sur deux générations. Onze membres, 
majoritairement des garçons, présentaient une déficience intellectuelle et des particularités 
physiques communes. A leur grande surprise, la transmission de la maladie ne se 
conformait pas aux règles mendéliennes des maladies récessives et dominantes. En effet, la 
prévalence de la maladie augmentait au fil des générations. Ce phénomène est aujourd'hui 
appelé phénomène d'anticipation. À cette époque, la maladie fût nommée : le syndrome de 
Martin-Bell (Martin et Bell, 1943). En 1969, Lubs observa, dans les préparations 
chromosomiques de sujets avec le syndrome Martin-Bell, un site fragile à l'extrémité du 
bras long du chromosome X (Figure 1). Il nomma ce site FRAXA (FRAgile chromosome X 
site A) (Lubs, 1969). Le concept de fragilité du chromosome X a conduit à rebaptiser le 
syndrome Martin-Bell en syndrome du X fragile. En 1977, Sutherland démontra que ce site 
fragile était induit par l'absence de thymidine et d'acide folique dans les conditions de 
culture cellulaire permettant d'obtenir des préparations chromosomiques (Sutherland, 
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1977). En 1985, le site fragile fût localisé en Xq27.3 (Krawczun et al., 1985). Au cours des 
dernières années, d'autres sites fragiles menant à la déficience intellectuelle ont été 
identifiés dont FRAXE et FRAXF (Knight ei al., 1993; Ritchie et al., 1994). 
Figure 1. Photographie d'un chromosome X présentant un site fragile. Le site fragile 
du chromosome X est identifié par la flèche et indique la présence du syndrome 
du X fragile (Greenwood Genetic Centre (2002)). 
1.3. Les manifestations cliniques du syndrome du X fragile 
Le syndrome du X fragile est difficile à identifier étant donné la grande variabilité des 
manifestations cliniques entre les individus, et ce, même à l'intérieur d'une famille. Les 
manifestations physiques incluent l'hyperélasticité ligamentaire et certains traits 
morphologiques comme des oreilles d'une taille supérieure à la moyenne, un visage 
allongé, un front large et un menton légèrement proéminent, des pieds plats, une voûte de 
palais arquée, etc. (R. Hagerman et Hagerman, 2002). Ces traits morphologiques rencontrés 
chez ces individus sont inconstants et parfois discrets lorsque présents. Par conséquent, ils 
apportent peu d'aide au diagnostic clinique. La macroorchidie est généralement absente 
chez les garçons au moment de l'investigation, car elle se manifeste après la puberté 
(Merenstein et al., 1996). Le tableau4 résume les principales manifestations physiques 
observées chez les femmes et les hommes avec le syndrome du X fragile. La maladie 
s'accompagne souvent d'anomalies développementales influençant le comportement 
comme l'hyperactivité, les troubles d'attention ou le contact visuel fuyant (R. J. Hagerman 
et ai, 1991; R. J. Hagerman et al., 1996; Maes et al, 2000). Le tableau 5 présente certaines 
anomalies développementales observées chez les femmes et les hommes avec le syndrome 
du X fragile. De plus, le syndrome du X fragile est l'une des causes majeures connues de 
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l'autisme. En effet, 2-3 % des filles et 10% des garçons avec autisme ont également le 
syndrome du X fragile (Wang et al. 2010), alors que les individus avec le syndrome du X 
fragile présentent l'autisme dans une proportion de 18 à 36% (Harris et al., 2008; 
Kaufmann et ai., 2004; Clifford et ai, 2007). A titre comparatif, la prcvalence de l'autisme 
dans la population générale est d'environ 11 sur 1000 (Kogan et al., 2009). Ainsi un 
individu avec le syndrome du X fragile aurait entre 16 et 32 fois plus de risque d'être atteint 
d'autisme qu'un individu de la population générale. 
Tableau 4 : Les manifestations physiques chez les femmes et les hommes avec le 
syndrome du X fragile (Merenstein et ai, 1996, R. Hagerman et Hagerman, 
2002) 
Hommes (%) Femmes (%) 
Hyperélasticité ligamentaire 49 30 
Long visage 80 59 
Grandes oreilles 66 30 
Palais arqué 63 81 
Pieds plats 60 26 
Souffle cardiaque ou clic 29 19 
Macroorchidie (Post-puberté) 92 — 
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Tableau 5 : Les manifestations comportementales des femmes et des hommes avec le 
syndrome du X fragile (Merenstein et al., 1996; R. Hagerman et Hagerman, 
2002) 
Hommes (%) Femmes (%) 
Secouer les mains 81 26 
Morsure des mains 64 22 
Hyperactivité 64 19 
Agressivité 55 15 
Timidité 61 96 
Troubles anxieux 79 81 
Attaques de panique 39 33 
Contact visuel fuyant 98 96 
Colères violentes 42 4 
Défense tactile 86 70 
1.4. Les manifestations cognitives du syndrome du X fragile 
Chez les garçons avec le syndrome du X fragile, la déficience intellectuelle modérée ou 
sévère observée peut même s'aggraver au fil des années. Environ 85 % des hommes avec le 
syndrome du X fragile ont un quotient intellectuel en dessous de 70 (Loesch et al., 2004; 
Chonchaiya et al., 2009). Le quotient intellectuel moyen chez les hommes adultes avec le 
syndrome est environ de 40 (Merenstein et al., 1996). Cette déficience se caractérise 
principalement par des déficits de la mémoire (mémoire de travail, mémoire à court terme), 
des fonctions exécutives, des habilitées visuospatiales et mathématiques (Kemper et al, 
1988). Chez les femmes atteintes, comme dans la plupart des maladies liées aux 
chromosomes sexuels, les traits phénotypiques sont plus rares et la déficience intellectuelle 
est moins importante. Effectivement, seulement 25 à 30 % des femmes avec le syndrome 
du x fragile ont un QI en dessous de 70 (P. J. Hagerman et Hagerman, 2004b; Loesch et al., 
2004, Chonchaiya et al., 2009). Plus précisément, près du tiers des femmes avec le 
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syndrome du X fragile présentent une intelligence normale, le femmes du second tiers 
possèdent une intelligence à la limite inférieure et celles du dernier tiers ont une déficience 
intellectuelle légère ou modérée (de Vries et ai, 1996). 
1.5. La génétique du syndrome du X fragile 
En 1991, la découverte du gène FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) au site FRAXA, à 
l'extrémité télomérique du bras long du chromosome X (Xq27.3) (Krawczun et ai, 1985), 
a permis de mieux comprendre le mode de transmission du syndrome du X fragile et la 
variabilité phénotypique des individus avec la maladie. En effet, le syndrome du X fragile 
est une maladie dominante liée au chromosome X et est causé par des mutations 
dynamiques dans le gène FMR1 qui entraînent l'absence ou la diminution importante de 
l'expression de la protéine correspondante; FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) 
(Pieretti et ai, 1991). Dans la population générale, la prévalence du syndrome du X fragile 
est d'un garçon sur 5161 (Coffee et ai, 2009) et d'une fille sur 6000 (Turner et ai, 1996). 
1.5.1. Le gène FMRl 
Le gène FMRl situé en Xq27.3 a une longueur de 38 kilobases (kb) et code pour un ARN 
messager (ARNm) de 3,9 kb. Cet ARNm a une région 5'non-traduite de 0,2 kb, une région 
codante de 1,9 kb et une région 3'non-traduite de 1,8 kb (Verkerk et ai, 1991). Le gène 
FMRl est composé de 17 exons et contient des répétitions de trinucléotides CGG à 
l'extrémité 5' non-traduite de l'exon 1 (Eichler et ai, 1993). L'ARN messager du gène 
FMRl est sujet à l'épissage alternatif. Cet épissage alternatif affecte la présence des exons 
12 et 14 et le choix de sites accepteurs d'épissage dans les exons 15 et 17. Les analyses par 
PCR proposent l'existence de 18 ou 20 transcrits distincts. Malgré ce nombre important de 
possibilités, seulement 5 ou 6 isoformes de la protéine FMRP sont détectables 
expérimentalement (Ashley et al., 1993). 
Durant l'évolution, le gène FMRl a été hautement conservé comme en témoignent les 
protéines orthologues de la souris (Ashley et ai, 1993), du poulet (Price et ai, 1996) et de 
la drosophile (Wan et ai, 2000). Les pourcentages d'identités en acides aminés avec la 
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souris et le poulet sont respectivement de 97 et 86 % avec la séquence humaine. La 
recherche de séquences homologues au gène FMRI dans des banques d'ADNc de cerveaux 
fœtaux humains et murins a permis de découvrir le gène FXR1 (Fragile X Related 1) 
(Siomi et al., 1995) et le système double hybride de la levure a permis d'identifier le gène 
FXR2 (Fragile X Related 2) dont la protéine interagissait avec la protéine FMRP (Zhang et 
al, 1995). 
1.5.2. La protéine FMRP 
La protéine FMRP, issue du gène FMRI, appartient à la famille de protéines « Fragile X 
Related » (FXR). L'isoforme le plus long possède 632 acides aminés et le plus court en 
possède 436 (Ashley et al., 1993; Ashley Jr., 1993). Expérimentalement, on observe, par 
immunobuvardage de type Western avec l'anticorps monoclonal 1C3 (anciennement 
nommé la), un isoforme majeur de FMRP à 80 kilodaltons ainsi que 5 ou 6 autres 
isoformes dont les poids moléculaires se siment entre 70 et 76 KDa (Devys et al., 1993). 
Les isoformes sont les mêmes dans tous les types cellulaires murins ou humains étudiés 
jusqu'à présent. L'anticorps 1C3 ne détecte pas ces protéines chez les individus de sexe 
masculin ayant la mutation complète pour le syndrome du X fragile (Figure 2) (Khandjian 
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Figure 2. Présentation typique de la protéine FMRP. Les extraits totaux de protéines de 
cellules lymphoblastoïdes d'un individu de sexe masculin avec le syndrome du X 
fragile (X) et d'un individu contrôle (N) ont été analysés par immunobuvardage 
de type Western avec l'anticorps 1C3. La protéine FMRP est absente chez les 
individus de sexe masculin avec le syndrome du X fragile (X) et présente chez 
les individus contrôles (N) sous forme d'un doublet majeur à 80 kDa et 
d'isoformes mineurs se situant entre 70 et 78 kDa. 
Certaines études ont montré l'expression quasi-ubiquitaire du messager (ARNm) du gène 
FMRî (Abitbol et ai, 1993; Hanzlik et al., 1993). Chez la souris, les études d'expression 
montrent également le caractère quasi-ubiquitaire de la protéine qui est exprimée dans 
presque tous les types de tissus. En effet, la protéine FMRP est fortement exprimée au 
niveau des neurones et des testicules alors qu'elle est peu présente au niveau des muscles 
squelettiqiies et du muscle cardiaque (Figure 3) (Devys et al., 1993; Davidovic et ai, 
2006). 
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Figure 3. La distribution quasi-ubiquitaire de la protéine FMRP dans les tissus de la 
souris adulte. La protéine FMRP est fortement exprimée au niveau des testicules 
et du cerveau, alors qu'elle est absente du cœur et du muscle.(Davidovic et ai, 
2006) 
La protéine FMRP contient des domaines consensus de liaison à l'ARN; 2 domaines KH 
(K homology) et un domaine riche en arginine et glycine appelé la boîte RGG (Khandjian, 
1999). Avec ses signaux de localisation nucléaire (NLS) et d'exportation nucléaire (NES), 
la protéine FMRP peut voyager du noyau au cytoplasme ce qui permet de croire qu'elle 
aurait un rôle dans le transport des ARN messagers (Bardoni et al., 2001). En 
immunofluorescence, l'anticorps 1C3 révèle la présence de FMRP dans le cytoplasme des 
cellules, sous forme granulaire et avec un enrichissement péri-nucléaire (Khandjian et al., 
1996). Les études de fractionnement cellulaire montrent que FMRP est une protéine 
cytoplasmique et qu'elle serait principalement associée à l'ARN messager dans les 
polyribosomes actifs (Corbin et al., 1997). Cette association de FMRP aux polyribosomes a 
été documentée dans tous les types cellulaires et dans tous les systèmes étudiés jusqu'à 
présent et suggère un rôle de la protéine FMRP dans la traduction. FMRP pourrait, entre 
autres, avoir un rôle de répresseur de la traduction (Mazroui et uf., 2002). De plus, il a été 
suggéré que FMRP, par son association au complexe RISC, interviendrait dans le 
métabolisme des micro-ARN (ARNmi) qui sont clivés en ARN interférents (ARNi). 
Comme les ARNi répriment la traduction des ARNm, FMRP serait un répresseur de la 
traduction (Jin et al, 2004). Dans les neurones d'individus avec le syndrome du X fragile et 
chez les souris knock-out pour le gène FMR1, il a été observé que l'absence de la protéine 
FMRP engendrait la formation d'épines dendritiques surnuméraires et immatures. Ceci 
laisse croire à un rôle de la protéine FMRP dans la plasticité de la synapse (Castets et al., 
2005). 
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1.5.3. Les protéines FXRIP et FXR2P 
Les protéines FXRIP (Fragile X Related 1 Protein) et FXR2P (Fragile X Related 2 Protein) 
issues, respectivement, des gènes FXR1 (Fragile X Related 1) et FXR2 (Fragile X Related 
2) présentent beaucoup de similitudes structurelles avec la protéine FMRP. Les protéines 
FMRP, FXRIP et FXR2P présentent les mêmes domaines fonctionnels, c'est-à-dire les 
domaines KH, la boîte RGG. Également, elles peuvent voyager du noyau au cytoplasme 
avec leurs signaux de localisation (NLS) et d'exportation nucléaire (NES) (Figure 4) 
(Davidovic et ai, 2006; Khandjian, 1999). L'épitope reconnu par l'anticorps IC3 se trouve 
dans la portion amino-terminale qui est hautement conservée dans lès trois protéines. Une 
réaction croisée de l'anticorps 1C3 a été observée avec FXRIP dans les extraits cellulaires 
de cerveaux de souris contrôles et knock-out pour le gène FMR1 et dans les extraits 
musculaires de souris contrôles et knock-out où seulement la protéine FXRIP est présente 
(Khandjian et ai, 1998; Khandjian, 1999). Cette réaction croisée est surtout observée dans 
les tissus ou FMRP est peu ou pas exprimée. 
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Figure 4. La structure des protéines de la famille des FXR. Les barres verticales 
correspondent aux acides aminés identiques, alors que les acides aminés 
différents sont représentés par les barres horizontales. Les domaines fonctionnels 
identifiés correspondant aux signaux de localisation nucléaire (NLS) et d'export 
nucléaire (NES), aux motifs de reconnaissance de TARN (KHI, KH2 et RGG), 
au domaine d'interaction protéine-protéine (PPID) et enfin au domaine 
phosphorylé (PhD) (Davidovic et ai, 2006). 
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1.5.4. La mutation classique 
L'avènement de la biologie moléculaire a permis de comprendre le mode de transmission 
particulier du syndrome du X fragile. Le gène FMR1 présente, dans la région 5' non 
traduite, des répétitions de trinucléotides CGG qui sont polymorphiques dans la population. 
En effet, comme mentionné à la section 1.5, la maladie est causée par des mutations 
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dynamiques instables dans le gène FMRl qui entraînent une expansion du nombre de 
triplets de CGG au fil des générations (Mandel et Biancalana, 2004). Le mécanisme 
d'expansion n'est pas encore clairement élucidé. Dans la population générale, on retrouve 
trois types d'allcles : l'allcle normal, l'allcle premuté et l'allèle avec la mutation complète 
du syndrome du X fragile. 
L'allèle normal compte entre 6 et 54 répétitions (Figure 5A). Ces microsatellites sont 
transmis de génération en génération de façon très stable. Pour des raisons qui sont encore 
mal comprises, il peut y avoir une augmentation du nombre de répétitions CGG pour 
atteindre la taille de l'allèle prémuté (55 à 200 répétitions) (Figure 5B), qui est instable. 
Cette instabilité serait due à la perte des interruptions AGG qui sont retrouvées dans la 
séquence des CGG de l'allèle normal (Eichler et al., 1994). 
1.5.4.1. La prémutation 
Dans la population générale, la prévalence de la prémutation serait de 1 sur 259 chez les 
femmes et de 1 sur 810 chez les hommes (Rousseau et al., 1995; P. J. Hagerman et 
Hagerman, 2004a; P. J. Hagerman et Hagerman, 2004b; P. J. Hagerman, 2008). Les 
individus porteurs de la prémutation ont généralement un quotient intellectuel normal. Par 
contre, les femmes ont un risque augmenté d'insuffisance ovarienne précoce (FXPOI), de 
dépression et de troubles anxieux (Allingham-Hawkins et al., 1999). Les hommes, de plus 
de 50 ans, porteurs de la prémutation ont, quant à eux, un haut risque de souffrir de 
tremblements, d'ataxie et de démence (FXTAS) (Figure 5B) (Jacquemont et al., 2004). À 
80 ans, 75% des hommes seront atteints du FXTAS. Contrairement au syndrome du X 
fragile qui est causé par l'absence d'expression de la protéine FMRP, la prémutation 
entraîne une élévation du nombre d'ARN messagers FMRl synthétisés. Dans les maladies 
en lien avec la prémutation, on observe également des inclusions éosinophiles dans les 
noyaux des neurones et des astrocytes ce qui laisse envisager un gain de fonction toxique 
des ARNm (P. J. Hagerman et Hagerman, 2004a). 
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1.5.4.2. La mutation complète 
L'expansion de la prémutation vers la mutation complète est à l'origine du phénomène 
d'anticipation observé dans le syndrome du X fragile où le risque d'avoir la maladie et le 
nombre de cas augmentent au fil des générations. Si une femme porteuse de la premutation 
transmet cet allèle à son enfant, il y a un risque élevé d'expansion vers un allèle avec une 
mutation complète (>200 répétitions). Ce risque d'expansion est directement proportionnel 
à la taille de la prémutation (Nolin et ai, 2003). Plus précisément, la mutation complète se 
définit non seulement par une expansion des répétitions CGG, mais aussi par une 
méthylation d'un îlot CpG situé en amont de l'extrémité 5' non traduite du gène. En 
conséquence, l'ARNm de rallèle porteur de la mutation complète n'est pas exprimé. Le 
syndrome du X fragile résulte donc de l'absence d'expression de la protéine FMRP (Figure 
5C) (Pieretti et al., 1991). 
L'expansion des répétitions CGG et la méthylation sont deux phénomènes qui surviennent 
séparément. Le moment où l'expansion des répétitions CGG se produit n'est pas clairement 
défini. L'hypothèse première suggère que l'expansion surviendrait lors de la méiose et que 
la mutation complète serait ainsi transmise à l'ovocyte (Jin et al., 2000). Cette hypothèse 
expliquerait pourquoi l'expansion de la prémutation vers la mutation complète ne se 
produit jamais du père à sa fille. Selon une autre hypothèse, moins répandue, des 
événements d'expansion surviendraient chez le zygote (Larsen, 1993). La méthylation, 
quant à elle, se produirait dans une fenêtre de temps beaucoup plus large durant le 
développement du fœtus et serait un processus dynamique. Dans certains cas, les 
phénomènes d'expansion et/ou de méthylation sont incomplets, d'où la présence chez 
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Figure 5. Le gène FMRl sous ces trois formes. Le gène normal (A), le gène prémuté (B) 
et le gène avec la mutation complète (C) (P. J. Hagerman et Hagerman, 2007). 
1.5.4.3.Le phénotype des femmes et des hommes mosaïques 
Les hommes «mosaïques d'expansion» comptent pour environ 15% des individus 
diagnostiqués et présentent dans une portion de leurs cellules un allèle prémuté et dans 
l'autre partie un allèle avec la mutation complète (Mandel et Biancalana, 2004). Les 
individus « mosaïques de méthylation » représentent 3 % des individus diagnostiqués 
(Rousseau et al., 1994) et présentent toujours un allèle avec une grande expansion de CGG, 
mais avec un statut de méthylation variable selon les cellules. Comme mentionné, le 
phénotype mosaïque se manifesterait lors de la méiose ou très tôt dans les premières 
divisions cellulaires. En conséquence, le pourcentage de cellules ne présentant pas la 
mutation complète est similaire d'un tissu à l'autre pour un même patient. Chez les 
individus mosaïques avec le syndrome du X fragile, la déficience intellectuelle est moins 
importante et les manifestations physiques sont moins fréquentes (Merenstein et al., 1996). 
Ce phénotype atténué serait dû à la présence d'un allèle fonctionnel permettant la synthèse 
de la protéine FMRP pour une portion des cellules. Analogiquement, chez les femmes, 
l'inactivation aléatoire d'un des deux chromosomes X dans toutes les cellules mène à la 
présence de FMRP dans environ 50 % des cellules. Ce phénomène explique le phénotype 
atténué chez les femmes avec le syndrome du X fragile (Abrams et al., 1994; Reiss et al., 
1995; Reiss, Freund et al., 1995). 
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1.5.5. Les autres mutations 
D'autres mutations au niveau du promoteur ou de la séquence codante du gène FMRl 
peuvent également causer le syndrome du X fragile. En effet, chez certains individus 
présentant une déficience intellectuelle sévcrc accompagnée de signes cliniques classiques 
du syndrome du X fragile, mais ne présentant pas d'expansion de CGG, le séquençage 
complet de FMRl a été réalisé et de nouvelles mutations ont été découvertes. Ces mutations 
empêcheraient la synthèse de la protéine FMRP (Meijer et al., 1994) ou conduiraient à une 
forme non fonctionnelle de la protéine (Lugenbeel et al, 1995; Coffee et al, 2008). Parmi 
celles-ci, on compte les mutations ponctuelles, les petites et grandes délétions au niveau du 
gène FMRl qui affectent la taille ou l'expression de la protéine FMRP. Par exemple, un 
individu sévèrement atteint du syndrome du X fragile ne présentait aucune expansion de 
CGG, mais plutôt une mutation ponctuelle dans un des domaines KH de la protéine FMRP 
(De Boulle et al, 1993; Siomi et al., 1994). Dans la littérature, plus de 61 cas de syndrome 
du X fragile, causés par d'autres mutations dans le gène FMRl, ont été documentés (Coffee 
et al., 2008). 
1.6. Le diagnostic du syndrome du X fragile 
1.6.1. L'approche moléculaire 
L'American College of Médical Genetics (Shennan et al, 2005) recommande le test 
diagnostique du syndrome du X fragile chez tous les individus qui présentent une 
déficience intellectuelle, un retard de développement ou l'autisme et surtout chez ceux qui 
présentent des signes cliniques caractéristiques du syndrome du X fragile, une histoire 
familiale de syndrome du X fragile ou de déficience intellectuelle d'origine inconnue. En 
pratique clinique, cette situation est fréquente et de nombreux individus, la plupart des 
enfants, sont dépistés pour le syndrome du X fragile. L'association recommande également 
le test diagnostique du syndrome du X fragile chez le foetus d'une mère porteuse de la 
prémutation (Sherman et al., 2005). 
Avant la découverte du gène FMRI, le diagnostic reposait sur la mise en évidence, lors du 
caryotype, d'une cassure dans le bras long du chromosome X (Xq27.3)(Sutherland, 1977). 
Par contre, ce site fragile est visible seulement chez 50 % des individus avec le syndrome 
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du X fragile (Sherman et ai, 1984). Depuis la découverte du gène FMRl en 1991, le 
diagnostic est réalisé grâce à une analyse de type Southern blot à l'aide de la sonde StB12.3 
(Rousseau et al, 1991; Rousseau et al., 1994; Oostra et ai, 1993; Nolin, Dobkin et al, 
2003). L'analyse Southern blot permet d'estimer la taille de l'expansion des triplcts CGG et 
la méthylation est détectable par l'utilisation d'enzymes de restriction sensibles à la 
méthylation. En complément, l'amplification des CGG par PCR (Fu et ai, 1991) est 
souvent utile et nécessaire pour préciser le diagnostic. Le PCR seul ne permet pas de 
détecter la méthylation du gène FMRl dans les cas de syndrome du X fragile. De plus, 
l'efficacité de cette technique pour estimer le nombre de répétitions est inversement 
proportionnelle à taille de la mutation. Les grandes mutations sont difficiles à amplifier par 
PCR et risques de ne pas être détectée. Par contre, le PCR a l'avantage de déterminer avec 
précision la taille des allèles normaux, dans la zone grise et avec des petites expansions. De 
plus, contrairement à la technique par Southern blot, la technique par PCR requiert peu 
d'ADN (Sherman et al, 2005). Malheureusement, en plus d'être coûteuses et laborieuses, 
ces méthodes d'investigation ne peuvent détecter qu'un seul type de mutation affectant 
FMRl, soit l'expansion de trinucléotides CGG accompagnée de la méthylation du gène 
FMRl. 
1.6.2. L'approche protéique 
Le phénotype clinique des individus avec le syndrome du X fragile est très variable d'un 
individu à l'autre. Comme la mutation classique entraîne l'abscncc ou la diminution 
importante de la protéine FMRP et qu'aucune corrélation entre le nombre de répétitions 
CGG et le phénotype des individus avec le syndrome du X fragile n'a été détectée 
(Merenstein et ai, 1996), l'expression de la protéine FMRP semble inversement reliée à la 
présence et la sévérité des symptômes notamment au niveau du fonctionnement intellectuel. 
Ainsi, une relation existerait entre la quantité de synthèse de FMRP au cerveau et le 
phénotype cognitif des individus avec le syndrome du X fragile. C'est pourquoi une 
nouvelle stratégie pour le diagnostic du syndrome du X fragile a été proposée; la détection 
de la protéine FMRP dans des cellules facilement accessibles. Au cours des dernières 
années, plusieurs approches utilisant divers types cellulaires accessibles et diverses 
méthodes immunologiques ont été proposées. Parmi celles-ci, on note les approches 
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immunohistochimiques dans les lymphocytes, racines de cheveux, villosités choriales et 
cellules du liquide amniotique ainsi que les approches par immunobuvardage et par EL1SA 
dans les lymphocytes. 
1.6.2.1. Les approches immunohistochimiques 
En 1995, un premier groupe de recherche a mis au point une approche 
immunohistochimique pour détecter la protéine FMRP dans les lymphocytes (Willemsen et 
ai, 1995). Dans un premier temps, la technique consiste à réaliser des frottis sanguins, puis 
à détecter la protéine FMRP dans les lymphocytes. Pour y parvenir, un anticorps 
monoclonal anti-FMRP (1C3) et un second anticorps couplé à la phosphatase alcaline sont 
utilisés. Ainsi, la mesure de la protéine FMRP est basée sur le nombre de lymphocytes 
exprimant FMRP, c'est-à-dire colorés positivement. 
La méthode réalisée chez des femmes et des hommes contrôles a permis de déterminer 
qu'ils exprimaient FMRP dans en moyenne 80 % et 89 % de leurs lymphocytes, 
respectivement. Les résultats obtenus chez les hommes avec le syndrome du X fragile 
montrent que la technique permet facilement de détecter l'absence de la protéine FMRP et 
de discriminer les hommes avec la mutation complète du syndrome du X fragile des 
hommes contrôles. La valeur seuil proposée pour identifier les hommes avec le syndrome 
du X fragile est de 42% de lymphocytes exprimant FMRP. Pour cette valeur seuil le test a 
une spécificité et une sensibilité de 100 %. Par contre, la valeur seuil pour identifier une 
femme avec le syndrome du X fragile est de 83% de lymphocytes exprimant FMRP. Pour 
cette valeur, la méthode a une spécificité et une sensibilité de 41 % (Willemsen et al., 
1995). En général, la méthode manque de spécificité et de sensibilité pour identifier les 
femmes avec le syndrome. Le même problème a été observé dans le cas des hommes 
mosaïques avec le syndrome du X fragile. 
La méthode diagnostique pour le syndrome du X fragile par la détection de la protéine 
FMRP dans les lymphocytes présente certains avantages. Elle est rapide et les frottis 
sanguins peuvent être conservés pendant trois semaines à température de la pièce afin de 
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permettre le transport postal d'échantillons des centres hospitaliers ou cliniques vers les 
laboratoires d'analyse. Par contre, cette méthode n'est pas quantitative, car elle est basée 
sur la détection visuelle du nombre de lymphocytes exprimant la protéine FMRP et aucune 
distinction n'est faite entre un lymphocyte fortement ou faiblement colore. Comme ce test 
requiert l'interprétation de l'expérimentateur, des erreurs peuvent survenir et affecter les 
résultats. De plus, selon les résultats publiés, ce n'est pas 100% des lymphocytes qui 
expriment FMRP chez les individus normaux, alors que le gène FMRl est fonctionnel dans 
chaque cellule. Il est possible que certaines cellules n'aient pas pris la coloration en raison 
de problèmes techniques survenus durant la procédure lors de la fixation, de la 
perméabilisation ou lors de l'incubation avec les anticorps. Si ces erreurs expérimentales 
surviennent dans les analyses d'individus normaux, elles se produisent également dans 
celles d'individus avec le syndrome du X fragile. Un autre désavantage est que la technique 
ne permet pas d'obtenir, avec confiance, un diagnostic chez les femmes et les hommes 
mosaïques qui expriment FMRP de façon variable. Les complexités techniques de cette 
méthode, les erreurs d'interprétation et la difficulté à diagnostiquer les femmes et les 
individus mosaïques rendent la méthode difficilement applicable dans le contexte 
hospitalier actuel. Cette méthode innovatrice a tout de même ouvert la route à la mise au 
point d'autres analyses de détection de la protéine FMRP. 
En 1999, la technique immunohistochimique développée dans les lymphocytes a été 
adaptée pour la détection de la protéine FMRP dans les racines de cheveux (Willemsen et 
al, 1999). Dans cette étude, les individus nonnaux avaient une expression de la protéine 
FMRP dans 77 à 100 % de leurs racines de cheveux. La valeur la plus élevée mesurée chez 
les hommes avec le syndrome du X fragile était de 33 % de racines de cheveux exprimant 
la protéine FMRP. Les femmes avec le syndrome du X fragile avaient, quant à elles, entre 0 
et 55 % de leurs racines de cheveux exprimant FMRP. Selon le groupe de recherche, 
l'analyse de 10 racines de cheveux serait nécessaire pour établir un diagnostic chez les 
hommes et 20 chez les femmes. Un avantage à cette méthode est que les racines de cheveux 
sont facilement accessibles, de façon non invasive, et se conservent sur une plus longue 
période que les cellules sanguines. Aussi, la méthode est peu coûteuse par rapport au test 
par analyse Southern blot/PCR et le résultat ne prend que quelques heures à réaliser. 
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Également, les résultats de cette étude suggèrent que contrairement à Pimmunohistochimie 
sur les frottis sanguins, la technique sur les racines de cheveux permettrait plus facilement 
l'identification des femmes avec le syndrome du X fragile. Cette analyse pourrait être 
pratiquée dans le contexte où le syndrome du X fragile est fortement suspecté et où des 
analyses sanguines ne peuvent être réalisées, par exemple dans les pays où leur coût est trop 
élevé. En Turquie, le test sur les racines de cheveux a été utilisé avec succès pour le 
dépistage du syndrome du X fragile chez des hommes présentant une déficience 
intellectuelle (Tuncbilek et al, 2000). Par contre, cette méthode a quelques désavantages. 
En effet, une racine de cheveux équivaut à une cellule, alors seulement 10 cellules sont 
analysées chez les hommes et 20 chez les femmes. Ainsi, chacune des cellules comptées 
peut influencer le résultat de 10% chez les hommes et de 5% chez les femmes. Par 
conséquent, la marge d'erreur est très mince et une seule cellule peut transformer un 
diagnostic de syndrome du X fragile en absence de la maladie ou vice versa. Tout comme 
dans Fimmunohistochimie sur les frottis sanguins, cette technique est sujette aux erreurs 
d'interprétation et aux problèmes techniques qui empêchent le marquage de la protéine 
FMRJP. Dans l'investigation de la déficience intellectuelle, une prise sang est toujours 
demandée. La détection de FMRP dans les racines de cheveux ne pourra pas remplacer la 
prise de sang et occasionnera un prélèvement de matériel biologique supplémentaire. 
Par la suite, l'immunohistochimie permettant la détection de la protéine FMRP a été 
adaptée pour le diagnostic prénatal du syndrome du X fragile. En effet, la technique 
immunohistochimique a été utilisée pour étudier l'expression de la protéine FMRP dans les 
villosités choriales de femmes à risque d'avoir un enfant avec le syndrome du X fragile. 
Les résultats montrent que FMRP se retrouve dans les cytotrophoblastes des contrôles, 
alors qu'il n'est pas retrouvé dans le cas de fœtus de sexe masculin avec le syndrome du X 
fragile (Willemsen et al, 1996; Losekoot et al., 1997). La méthode a également été adaptée 
aux cellules du liquide amniotique (Willemsen et al., 1997) et aux cellules du sang fœtal 
(Lambiris et ai, 1999). Ces approches permettent efficacement d'identifier les garçons 
porteurs de la mutation complète, mais difficilement les individus mosaïques et les femmes 
avec le syndrome du X fragile. Ces méthodes seraient avantageuses dans les cas où une 
décision sur le maintien de la grossesse doit être prise rapidement. Effectivement, elles sont 
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rapides et permettent d'obtenir un résultat la journée même du prélèvement, alors que le 
diagnostic par Southern blot/PCR peut prendre jusqu'à deux semaines. Par contre, le 
diagnostic prénatal du syndrome du X fragile, par la technique de Southern blotTCR, 
permet non seulement d'identifier les garçons avec le syndrome du X fragile, mais aussi les 
femmes et les individus mosaïques 
1.6.2.2. Les approches par immunobuvardage 
La détection de la protéine FMRP par immunohistochimie est une technique qui ne permet 
pas de quantifier les niveaux d'expression de la protéine FMRP, elle permet de détecter le 
nombre de cellules qui l'exprime. Ainsi, le diagnostic du syndrome du X fragile ne peut 
être déterminé avec certitude chez les femmes et les individus mosaïques. Le 
développement d'approches quantitatives pourrait permettre d'obtenir une méthode 
diagnostique protéique plus sensible. C'est pourquoi certains groupes de recherche ont 
développé des techniques de dosage de la protéine FMRP par immunobuvardage. 
En 1999, Kaufmann et ses collaborateurs ont développé une méthode de quantification des 
niveaux de FMRP dans les leucocytes circulants par immunobuvardage de type Western. 
La méthode préconisée consiste d'abord à isoler les leucocytes d'un prélèvement sanguin, 
quantifier et dénaturer les protéines. Les protéines sont séparées par électrophorèse puis 
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Ensuite, la protéine FMRP est détectée par 
un anticorps monoclonal anti-FMRP (1C3) et d'un second anticorps couplé à la 
phosphatase alcaline. La lumière émise par la réaction est capturée sur un film 
photographique sur lequel les bandes correspondant à la protéine FMRP sont visibles. Cette 
image est ensuite analysée par densitométrie afin de mesurer l'expression de la protéine 
FMRP. L'expression absolue de FMRP était ensuite calculée en soustrayant la densité 
optique du bruit du fond et celle mesurée pour le contrôle négatif dont l'immunobuvardage 
a été fait sans l'anticorps 1C3. Subséquemment, les résultats de FMRP mesurés pour 
chaque participant ont été normalisés. La normalisation est possible en comparant le ratio 
entre l'expression de FMRP et de la (3-tubuline de chaque sujet avec celui d'un contrôle. 
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L'avantage premier de cette méthode, par rapport aux méthodes immunohistochimiques, 
est qu'elle permet la quantification de la protéine FMRP. En effet, comme ce sont des 
homogénats de cellules qui sont étudiés, cette méthode a l'avantage de donner un niveau 
moyen de FMRP par ccllulc, plutôt que d'un pourcentage de cellules l'exprimant 
(Kaufmann et al., 1999), De plus, la méthode par immunobuvardage permet de visualiser 
les caractéristiques moléculaires de FMRP. En effet, un changement dans la taille et dans la 
protéine FMRP qui affecterait son état de phosphorylation ou de son immunoréactivité 
pourrait directement être observé (Kaufmann et al., 1997). Par contre, la mesure de FMRP 
réalisée par cette méthode est exprimée en unité de densité optique et la technique de 
quantification est complexe. Pour ces raisons cette méthode est difficile à intégrer dans les 
laboratoires médicaux. Bien que le dosage de la protéine FMRP a été normalisé, une 
réaction croisée de l'anticorps 1C3 avec la protéine FXR1P est possible (Kaufînann et al., 
1999). Une autre méthode plus complexe basée sur la mesure de la protéine FMRP par 
immunobuvardage de type « Slot-blot » a aussi été proposée (Kenneson et al., 2001 ). 
1.6.2.3. L'approche par ELISA 
Plus récemment, un groupe de recherche a publié une technique de dosage quantitatif direct 
de la protéine FMRP, dans le sang périphérique, par dosage immunoenzymatique, 
communément appelé ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). En effet, les auteurs 
ont développé une technique hautement spécifique et sensible basée sur une ELISA en 
sandwich. En détail, un anticorps polyclonal avec une grande avidité pour la protéine 
FMRP a été produit afin de capturer FMRP dans des extraits cellulaires complexes. 
Ensuite, l'utilisation d'un second anticorps (1C3) qui a une haute spécificité pour la 
protéine FMRP humaine permet la détection de la protéine FMRP capturée par l'anticorps 
polyclonal. Finalement, FMRP est détecté grâce à un troisième anticorps, couplé à la 
phosphatase alcaline, qui reconnait l'anticorps de détection. La séquence protéique 
reconnue par l'anticorps utilisé pour la capture de FMRP n'est pas présente dans les 
protéines paralogues FXR1P et FXR2P, donc aucune possibilité de réactivité croisée avec 
ces dernières. Cette méthode a pour avantages d'être très reproductible, sensible aux petites 
variations des niveaux de la protéine FMRP. Par contre, comme l'anticorps de capture 
reconnait l'extrémité carboxy-terminale et que l'anticorps de détection (1C3) reconnait 
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l'extrémité amino-terminale de la protéine FMRP, seulement la détection de l'isoforme le 
plus long est possible (Iwahashi et ai, 2009). Ainsi, les mutations différentes de la 
« mutation classique » qui affectent la taille ou l'expression de la protéine FMRP et qui 
causent aussi le syndrome ne sont pas détectées. Un autre désavantage est que la méthode 
est fastidieuse et requiert beaucoup de temps et de compétences techniques. Aussi, la 
protéine FMRP est très sensible à la dégradation et beaucoup de précautions doivent être 
prises afin de pouvoir réaliser l'analyse. Pour être applicable à grande échelle, la méthode 
devra être automatisée. Jusqu'à présent, cette technique n'a pas été utilisée afin d'étudier la 
relation entre l'expression de la protéine et le profil cognitif des individus avec le syndrome 
du X fragile. 
Généralement, les méthodes immunologiques proposées sont peu coûteuses et certains 
auteurs ont proposé l'utilisation de ces méthodes dans le cadre de dépistage du syndrome 
du X fragile parmi les individus présentant une déficience intellectuelle d'origine inconnue, 
et ce, particulièrement dans les pays moins fortunés où les analyses Southern blot/PCR sont 
très dispendieuses. Aux Pays-Bas, où la proportion estimée de cas de syndrome du X 
fragile non diagnostiqués atteindrait les 65 % (de Vries et ai, 1997), une étude a été 
réalisée chez 412 hommes avec une déficience intellectuelle. Deux cas de syndrome du X 
fragile ont été identifiés avec la technique de détection de la protéine FMRP dans les frottis 
sanguins (de Vries et ai, 1998). En Turquie, la technique de détection de FMRP dans les 
racines de cheveux par immunohistochimie a été utilisée avec succès chez des hommes 
présentant une déficience intellectuelle d'origine inconnue. Le test a été réalisé chez 300 
hommes dont cinq présentaient FMRP dans moins de 1 % de leurs cellules. Chez ces cinq 
hommes, le syndrome du X fragile a été confirmé par analyse Sourthern blot/PCR 
(Tuncbilek et ai, 2000). Le désavantage majeur des tests immunologiques de détection de 
la protéine FMRP est que les femmes avec le syndrome du X fragile et les individus 
mosaïques ne peuvent être identifiés avec certitude. Ainsi, le développement d'une 
méthode quantitative de mesure de la protéine FMRP capable d'identifier tous les individus 
avec le syndrome du X fragile serait un outil diagnostique important. En effet, la détection 
de la protéine FMRP permettrait, non seulement, le diagnostic du syndrome du X fragile, 
mais comme nous verrons plus loin, elle permettrait également d'établir un pronostic. 
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1.6.2.4. La relation entre l'expression de FMRP et le profil cognitif des individus avec 
le syndrome du X fragile 
Comme mentionné précédemment, les niveaux d'expression de la protéine FMRP, les traits 
physiques et les fonctions cognitivcs sont très variables entre les individus avec le 
syndrome du X fragile. La variation du phénotype observée dans le syndrome du X fragile 
pourrait, en partie, être expliquée par l'absence ou la diminution importante du niveau de la 
protéine FMRP. L'étude de la relation entre l'expression de la protéine FMRP et le 
phénotype cognitif pourrait permettre de prédire les fonctions cognitives des individus avec 
le syndrome du X fragile. 
En 1999, Kaufmann et ses collaborateurs ont étudié la relation entre le phénotype 
moléculaire et le phénotype cognitif d'individus avec le syndrome du X fragile. Dans cette 
étude, le phénotype cognitif était déterminé par le quotient intellectuel alors que phénotype 
moléculaire reposait sur le ratio d'activation du gène FMRl qui correspond au nombre de 
cellules capables de produire la protéine FMRP. En effet, plus le nombre de cellules avec 
un allèlc normal ou premute est eleve, plus il y a production de la protéine FMRP et plus le 
ratio d'activation est élevé. Les résultats des analyses de régression montrent une 
corrélation entre le ratio d'activation du gène FMRl, l'expression de la protéine FMRP et le 
quotient intellectuel. Comme l'expression de la protéine FMRP est directement reliée au 
potentiel de transcription du gène FMRl, il est logique qu'une forte relation ait été observée 
entre la mesure de la protéine FMRP et le ratio d'activation du gène. Dans la population 
contrôle, sans déficience intellectuelle, le quotient intellectuel global, mesuré avec les tests 
de Wechsler, n'était pas corrélé avec les niveaux de FMRP mesurés. Par contre, chez les 
individus avec le syndrome du X fragile une forte corrélation entre les niveaux de la 
protéine et le quotient intellectuel global a été observée. Malheureusement, aucune analyse 
statistique n'a été faite en séparant les individus de sexe féminin de ceux de sexe masculin 
(Kaufmann et ai, 1999). 
En revanche, l'étude de la relation entre FMRP et le profil cognitif a été faite en séparant 
les femmes des hommes avec le syndrome du X fragile par un autre groupe de recherche 
(Tassone et al., 1999), en utilisant la technique de détection de la protéine FMRP dans les 
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lymphocytes (Willemsen et al, 1999). Comme mentionné précédemment dans la section 
1.6.2.1, le résultat du test est basé sur le pourcentage de lymphocytes exprimant cette 
protéine. Les résultats montrent que le niveau moyen d'expression de la protéine FMRP 
était plus clevc chez les femmes que chez les hommes avec la mutation complète. Les 
femmes exprimaient FMRP dans 12 à 86% de leurs lymphocytes alors que les hommes 
exprimaient FMRP dans 0 à 9 % de leurs lymphocytes. Dans le cas des hommes mosaïques 
FMRP était exprimé dans 0 à 70 % de leurs lymphocytes. La protéine FMRP est peu ou pas 
exprimée chez les individus de sexe masculin porteur de la mutation complète, c'est 
pourquoi aucune relation significative entre FMRP et le profil cognitif n'a été établie. 
Néanmoins, chez les individus mosaïques (de mélhylation et d'expansion) de sexe 
masculin, une relation significative entre le quotient intellectuel et l'expression de FMRP a 
été observée. Également, chez ces derniers, une relation a été observée entre l'expression de 
la protéine FMRP, le QI verbal et le QI performance. Chez les femmes avec le syndrome du 
X fragile, une faible corrélation a été observée entre le pourcentage de lymphocytes 
exprimant FMRP et le quotient intellectuel global et le QI performance. Malheureusement, 
dans cette étude le QI n'a pas été mesuré de la même manière chez tous les participants. 
Selon les participants, le QI était mesuré à l'aide des tests Wechsler, du « Leiter 
International Perfomance Scale », du « Kaufman Assessment Battery for Children » 
(Kaufman-ABC) ou du Stranford-Binet. Parfois, c'est même le résultat global du test de 
Vineland qui a fait office de Ql. L'utilisation d'un seul test pour évaluer tous les individus 
aurait peut-être permis d'établir des corrélations hautement significatives entre l'expression 
de FMRP et le profil cognitif. Malgré ces limites, l'immunohistochimie sur les frottis 
sanguins pourrait servir d'outil pronostic pour les hommes mosaïques qui présentent un 
haut taux d'expression de la protéine FMRP (Tassone et al, 1999). Ainsi, le test pourrait 
prédire le degré de déficience intellectuelle. Le développement d'une technique quantitative 
directe ou d'un modèle statistique pourrait permettre de mesurer plus précisément les 
niveaux de la protéine FMRP et ainsi de mieux comprendre la relation entre FMRP et le 
profil cognitif des femmes avec le syndrome du X fragile. 
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La méthode immunohistochimique de détection de la protéine FMRP dans les lymphocytes 
(Willemsen et a/., 1999) a également été utilisée par le groupe de recherche de Randi J. 
Hagerman dans quelques études afin d'étudier la relation entre l'expression de la protéine 
FMRP et le phénotype clinique des individus avec le syndrome du X fragile (Loesch et ai, 
2002a; Loesch et ai, 2002b; Loesch el ai, 2003a; Loesch et ai, 2003b; Loesch et ai, 
2003c; Loesch et ai, 2004). Les chercheurs ont également mis au point un modèle 
statistique où les résultats des tests psychométriques sont corrigés en fonction de la 
généalogie de l'individu. Cette méthode a été utilisée pour étudier l'effet du déficit de la 
protéine FMRP sur les fonctions cognitives en évitant les biais reliés aux défauts des 
analyses standards de régression ou de corrélation el en diminuant l'effet des valeurs 
aberrantes. Le modèle permet également de concentrer les analyses en une tendance 
générale (Loesch et ai, 2002a; Loesch el ai, 2002b; Loesch et ai, 2003a; Loesch et ai, 
2003 b; Loesch et ai, 2003c). En d'autres mots, ce modèle statistique basé sur la 
généalogie permet de corriger les résultats aux tests cognitifs en fonction du bagage 
génétique des individus. Ainsi, l'effet de la diminution ou de l'absence de la protéine 
FMRP sur le fonctionnement intellectuel pourrait être étudié plus précisément. Dans les 
premières études, la relation entre l'expression de la protéine FMRP dans les lymphocytes 
et le quotient intellectuel corrigé en fonction de la généalogie a été étudiée (Loesch et ai, 
2002a; Loesch et ai, 2002b). L'étude a montré une relation positive entre l'expression de la 
protéine FMRP et le quotient intellectuel global déterminé par l'échelle d'intelligence de 
Wechsler tant chez les hommes que chez les femmes avec la maladie. De plus, tous les 
résultats aux sous-tests de l'échelle d'intelligence de Wechsler étaient corrélés positivement 
avec la mesure de FMRP. Toutefois, chez les femmes, seuls quelques sous-tests ont montré 
une relation positive avec la quantité de FMRP (blocs, assemblage d'objets, arrangement 
d'image, images à compléter, arithmétique et compréhension). En général, plus le 
pourcentage de lymphocytes exprimant FMRP est faible, plus importants sont les déficits 
au niveau de la vitesse de traitement de l'information, la mémoire et l'attention chez les 
hommes et les femmes. En conclusion, les déficits cognitifs des individus avec le syndrome 
du X fragile peuvent être expliqués par l'effet de la diminution ou de l'absence 
d'expression de la protéine FMRP sur le développement du cerveau (Loesch et ai, 2002a; 
Loesch et ai, 2002b). 
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Par la suite, les chercheurs ont confirmé que les déficits cognitifs des individus avec le 
syndrome du X fragile pouvaient être expliqués par l'absence ou la diminution importante 
de la protéine FMRP (Loesch et al., 2002a; Loesch et al., 2003a). De plus, les résultats 
montrent une forte relation entre l'expression de la protéine FMRP et les fonctions 
cognitives chez les hommes avec la mutation complète. Dans cette étude, les mêmes 
observations ont été faites chez femmes avec la mutation complète (Loesch et al., 2003a). 
De plus, des analyses supplémentaires ont été faites afin d'évaluer les fonctions cognitives 
à plusieurs niveaux. Le test CFT a été utilisé pour étudier la mémoire visuospatiale et les 
habiletés de construction visuospatiale et le test BDS qui évalue les fonctions cognitives 
executives. Chez les hommes ei les femmes avec le syndrome du X fragile, les résultats 
montrent une corrélation entre l'expression de FMRP et les résultats aux tests CFT et BDS. 
Chez les femmes avec le syndrome du X fragile, le déficit de la protéine FMRP aurait un 
impact plus important sur les habiletés visuospatiales que chez les hommes atteints (Loesch 
et ai, 2003b). 
En résume, Randi J. Hargerman et ses collaborateurs ont mis au point un modèle d'analyse 
statistique qui permet de corriger les scores des tests cognitifs en fonction de la généalogie 
et ainsi d'éviter l'effet du bagage génétique. Par contre, la performance du test 
immunohistochimique de détection de la protéine FMRP dans les lymphocytes est limitée 
par le fait qu'il est semi-quantitatif, qu'un faible nombre de cellules sont étudiées (entre 
100 et 200) et que des erreurs techniques et d'interprétations peuvent survenir. Toutefois, 
malgré ces limites importantes, les études présentées ont permis de mieux comprendre la 
relation entre le profil cognitif des individus avec le syndrome du X fragile et le niveau 
d'expression de la protéine FMRP. Justement le groupe de Loesch a établi un modèle 
d'association entre le QI et le nombre de lymphocytes exprimant FMRP (Figure 6) (Loesch 
et al, 2004). Les résultats sont prometteurs, car ils suggèrent que l'approche protéique 







Figure 6. Le modèle de la relation entre le quotient intellectuel et le pourcentage de 
lymphocytes exprimant la protéine FMRP (Loesch et ai, 2004) 
Outre l'étude de Tassone et ses collaborateurs où le résultat du test de Vineland a entre 
autres été utilisé comme mesure du QI (Tassone et al., 1999), la relation entre le 
fonctionnement adaptatif et l'expression de FMRP a été peu étudiée. En 2003, un premier 
groupe de recherche a montré que le pourcentage de lymphocytes exprimant FMRP n'était 
pas lié de façon significative au fonctionnement adaptatif tel que mesuré par le test de 
Vineland tant chez les garçons que chez les filles avec le syndrome du X fragile (Glaser et 
al, 2003). Toujours en 2003, un second groupe a démontré une relation significative entre 
FMRP, le score global et tous les domaines du test de Vineland chez les individus de sexe 
masculin avec le syndrome du X fragile sans comportements autistiques (Hatton et ai, 
2003). Bien que ces deux études aient utilisé la méthode de détection du pourcentage de 
lymphocytes exprimant la protéine FMRP, les conclusions sont contradictoires. 
Néanmoins, elles montrent, toutes deux, que le comportement adaptatif est très variable 
chez les individus avec le syndrome du X fragile. 
En résumé, la mise au point d'une méthode quantitative et sensible de la protéine FMRP et 
des études supplémentaires pourraient permettre d'établir de meilleures corrélations entre la 
mesure de FMRP, le quotient intellectuel et le fonctionnement adaptatif des individus avec 
le syndrome du X fragile. Le développement d'une telle méthode serait particulièrement 




variables. Les limites diagnostiques des méthodes de détections de la protéine FMRP 
décrites précédemment se reflètent sur les capacités de ces méthodes à établir un pronostic. 
Ainsi, le développement d'une nouvelle méthode quantitative qui pourrait être utilisée dans 
le diagnostic du syndrome du X fragile, mais aussi dans la prise en charge des individus en 
permettant de prédire leur phénotvpe cognitif. 
2. Chapitre 2 : La méthodologie 
2.1. Le rationnel de l'étude 
Au cours des 15 dernières années, quelques groupes de recherche ont développé de 
nouvelles approches diagnostiques pour le syndrome du X fragile basées sur la détection 
et/ou la mesure de la protéine FMRP. En effet, différentes méthodes immunologiques 
(immunohistochimie, immunobuvardage, ELISA) utilisant divers types cellulaires 
facilement accessibles (lymphocytes, racines de cheveux) ont été proposées. 
Toutes ces études montrent que comme attendu les niveaux de FMRP chez les hommes 
avec le syndrome du X fragile sont inférieurs à ceux des femmes avec la maladie. De plus, 
elles montrent que généralement plus le niveau de la protéine FMRP est bas, plus le 
fonctionnement intellectuel est faible. Chez les femmes avec le syndrome du X fragile, les 
conclusions des études suggèrent une faible relation entre l'expression de FMRP et le QI 
(Tassonc et ai, 1999; Locsch et al., 2002a; Locsch et ai, 2002b; Loesch et ai, 2003a). Par 
contre, certaines études sont contradictoires en ce qui concerne la relation entre FMRP et le 
QI chez les hommes avec le syndrome du X fragile. En effet, certaines conclusions ne 
montrent pas de relation significative (Tassone el al, 1999), alors que d'autres proposent 
une forte corrélation (Loesch et al., 2002a; Loesch et ai, 2002b; Loesch et al, 2003a). La 
relation entre l'expression de FMRP et le comportement adaptatif a étc peu étudiée. 
L'ensemble de ces études suggère que l'approche protéine aurait des avantages sur 
l'approche moléculaire. Toutefois, le développement d'une méthode de mesure plus précise 
et reproductible de FMRP permettrait d'effectuer des études plus approfondies concernant 
la relation entre le niveau d'expression de la protéine FMRP et le profil cognitif. De plus, 
cette méthode diagnostique pourrait permettre d'établir un pronostic. 
La mise au point d'une nouvelle technique de mesure de la protéine FMRP est essentielle 
étant donné les faiblesses des méthodes publiées précédemment qui limitent leur 
applicabilité dans le contexte clinique actuel. La détection de la protéine FMRP par 
immunohistochimie peut entraîner certaines erreurs d'interprétation, car l'expérimentateur 
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doit différencier visuellement deux groupes de cellules; celles qui expriment FMRP et 
celles qui n'expriment pas FMRP. Pour des raisons expérimentales (fixation, 
perméabilisation, incubation avec les anticorps), certaines cellules exprimant FMRP ne 
prennent pas la coloration. En conséquence, l'identification, avec confiance, des femmes et 
des individus mosaïques avec le syndrome du X fragile est difficile. De plus, pour la 
méthode de détection de FMRP dans les lymphocytes, seulement 100 cellules sont 
analysées. La méthode de détection de FMRP dans les racines de cheveux utilise un 
nombre de cellules encore plus limité. Effectivement, seulement 10 cellules chez les 
hommes et 20 chez les femmes sont analysées. Ainsi, chaque cellule étudiée influence le 
résultat de 10% chez les hommes et de 5% chez les femmes. En général, plus 
l'échantillonnage est faible plus le risque qu'il ne soit pas représentatif est élevé. Dans 
l'investigation d'une déficience intellectuelle d'origine inconnue, une prise de sang est 
toujours demandée et le prélèvement supplémentaire de matériel biologique, en 
l'occurrence les racines de cheveux, n'est pas souhaitable. L'approche de dosage de FMRP 
dans les lymphocytes par ELISA demande des compétences techniques, car elle est très 
complexe et longue à réaliser. Par contre, la méthode montrait une bonne sensibilité et une 
bonne reproductibilité. De plus, la protéine FMRP est très sensible à la dégradation par les 
protéases et de multiples précautions doivent être prises pour préserver l'intégrité des 
échantillons à analyser. L'approche de mesure de FMRP dans les lymphocytes par 
immunobuvardage publiée utilisait une méthode de dosage de la protéine FMRP basée sur 
la chimiluminescence très complexe et difficile à appliquer dans le contexte hospitalier 
actuel. La faiblesse majeure des méthodes de dosage de la protéine FMRP par ELISA et par 
immunobuvardage est que la contamination des extraits lymphocytaires par les plaquettes 
sanguines n'a pas été considérée. D'une part, nous avons détecté la présence de la protéine 
FMRP dans les plaquettes sanguines. D'autre part, notre équipe a observé une présence 
importante et variable de plaquettes sanguines dans les préparations de lymphocytes 
obtenues, entre autres, avec l'utilisation des tubes CPT-Vacutainer (BD Biosciences). 
Cette contamination plaquettaire est variable pour plusieurs raisons. Tout d'abord, 
biologiquement, d'un individu à l'autre et pour un même individu, le taux de plaquettes 
varie entre 150 et 400 milliards par litre de sang. De plus, les manipulations expérimentales 
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peuvent entraîner des contaminations variables. Le tableau 6 présente le dosage de la 
protéine FMRP que nous avons réalisé dans les plaquettes sanguines et dans les 
lymphocytes à partir d'extraits purs. Le tableau 7 présente deux exemples de l'impact de la 
contamination plaquettairc sur le dosage de la protéine FMRP dans les lymphocytes. Cette 
contamination haussait le résultat de la quantification de FMRP de 30 à 50 %. Ainsi, si elle 
n'est pas documentée et contrôlée, la contamination plaquettaire peut affecter, de façon non 
négligeable, le résultat et même entraîner des erreurs de diagnostic. Par contre, la 
contamination lymphocytaire a un impact négligeable sur la quantification de la protéine 
FMRP dans les extraits plaquettaires (Tableau 8). En conséquence, l'utilisation des 
plaquettes sanguines nous semblait un choix évident. 
Tableau 6 : Le dosage de la protéine FMRP dans les plaquettes sanguines et lymphocytes 
Plaquettes Lymphocytes 
Quantité de FMRP / cellule 
(fentogrammes (fg)) 
0,03 1,6 
Nombre de cellules / ml de sang 
(millions) 
150 à 400 1,5 à 3,5 
Quantité de FMRP /ml de sang 
(nanogrammes (ng)) 
4,5 à 12 2,4 à 5,6 
Tableau 7 : Deux exemples de l'impact de la contamination plaquettaire sur la 
























1 2,6 89 6,83 4,16 2,67 39% 
2 2,4 107 7,05 3,84 3,21 45% 
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Tableau 8 : Deux exemples de l'impact de la contamination lymphocytaire sur la 

























1 10 000 453 13,61 0,016 13,59 0,001 % 
2 160 000 685 20,81 0,26 20,55 0,012 % 
En résumé, les plaquettes sanguines sont les cellules de choix pour la mise au point d'une 
méthode quantitative de la protéine FMRP rapide, reproductible, simple d'exécution et qui 
permettrait de détecter tant les patients porteurs de la mutation classique que ceux porteurs 
d'autres types de mutations causant le syndrome du X fragile est nécessaire. 
2.1.1. La méthode expérimentale 
Le but de mon projet de recherche était de mettre au point, d'optimiser et d'étudier une 
nouvelle méthode de dosage de la protéine FMRP qui permettrait le diagnostic et le 
pronostic du syndrome du X fragile. La technique développée au laboratoire est le fruit de 
plusieurs mois d'expérimentation et d'optimisation afin d'obtenir une méthode 
reproductible, linéaire et fiable. 
2.1.1.1. Le choix du type cellulaire 
Le matériel biologique idéal pour un test diagnostique doit être facilement accessible de 
façon peu invasive. Le sang correspond à ces critères et dans l'investigation de la 
déficience intellectuelle, une prise de sang est toujours demandée et permet de réaliser 
plusieurs tests diagnostiques. Comme la présence de la protéine FMRP n'a jamais été 
documentée dans le plasma, le dosage de la protéine FMRP devait être réalisé dans les 
cellules sanguines. Dans le cadre de mon projet de recherche, le choix de mesurer la 
protéine FMRP dans les plaquettes sanguines était évident. En effet, comparativement aux 
lymphocytes, les plaquettes sont abondantes dans le sang (150-400 millions/ml) et elles ont 
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l'avantage d'être faciles à isoler avec un haut taux de pureté (99,9 %). Les plaquettes sont 
des cellules plus homogènes que les lymphocytes qui comptent différents sous-types 
cellulaires. En effet, les lymphocytes se divisent en sous-types cellulaires; en lymphocytes 
T (CD4, CD8) et en lymphocytes B. Les proportions de ces sous-types cellulaires varient 
selon le système immunitaire et nous ne savons pas si le niveau de FMRP fluctue selon le 
sous-type cellulaire. Ainsi, la quantification pourrait varier selon la proportion de chacun de 
ces sous-types cellulaires dans l'extrait de lymphocytes. Puisque les plaquettes sont plus 
homogènes, la quantification de FMRP dans ces cellules serait moins sujette aux variations 
physiologiques occasionnées par le système immunitaire. Aussi, contrairement aux 
lymphocytes, les plaquettes ne possèdent pas de noyau et contiennent peu de protéases ce 
qui leur confère une facilité de préparation en évitant la dégradation de la protéine FMRP. 
De plus, un autre désavantage des lymphocytes est que leur isolation entraîne un haut 
niveau de contamination plaquettaire qui peut de façon significative affecter la 
quantification de la protéine FMRP. 
2.1.1.2. La préparation de l'échantillon 
La préparation de l'échantillon est une étape cruciale dans l'analyse d'un paramètre 
biologique. Des expériences préliminaires réalisées au laboratoire ont montré que la 
protéine FMRP est difficile à solubiliser et qu'elle est très sensible à la dégradation par les 
protéases. Bien que les plaquettes sanguines contiennent peu de protéases, nous avons 
observé que l'utilisation d'inhibiteurs de protéases ou d'agents chélateurs est essentielle 
pour éviter la dégradation de FMRP. Dans notre cas, nous avons utilisé l'EDTA. La 
préparation de l'échantillon consiste à isoler les plaquettes d'un prélèvement sanguin et à 
dénaturer les protéines dans un tampon SDS afin de produire un extrait de protéines 
plaquettaires. Ainsi, la protéine FMRP est solubilisée et préservée de la dégradation par les 
protéases. De plus, l'extrait protéique obtenu est stable pour une période d'au moins six 
mois à -80 °C. Cette conservation prolongée est un avantage, car elle permet la reprise des 
analyses sur une longue période et le transport d'échantillons entre les cliniques, les centres 
hospitaliers et les laboratoires d'analyse. Par contre, la dénaturation de la protéine FMRP a 
le désavantage de limiter les techniques de mesure et de détection de la protéine qui 
peuvent être employées sans le développement d'un nouvel anticorps de capture spécifique 
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contre la forme dénaturée de la protéine FMRP. Par exemple, la technique ELISA discutée 
précédemment ne peut être utilisée pour quantifier la protéine FMRP présente dans des 
extraits de protéines dénaturées. Dans le cadre de ce projet de recherche, les méthodes 
envisagées étaient : la spcctrométrie de masse et l'immunobuvardage quantitatif. 
2.1.1.3. La méthode par spectrométrie de masse 
La spectrométrie de masse est de plus en plus utilisée en recherche, et dans les laboratoires 
cliniques. Cette progression est notamment due à l'amélioration des appareils qui sont plus 
sensibles, conviviaux et moins dispendieux. Dans le but d'avoir une méthode automatisée, 
la spectrométrie de masse a d'abord été privilégiée. Au laboratoire, des études préliminaires 
ont été réalisées afin de vérifier si le dosage quantitatif de la protéine FMRP pourrait être 
réalisé en utilisant la spectrométrie de masse. Dans un premier temps, des analyses ont été 
réalisées avec la protéine FMRP synthétique au service de protéomique de Génome Québec 
à l'Université McGill et de l'institut de recherche en immunologie et en cancérologie 
(IRIC) de l'Université de Montréal. Le spectromètre de masse en tandem utilisé, le LC-
MS/MS QTrap 4000, est un appareil à triples quadripôles permet l'identification et la 
quantification de protéines grâce à des analyses MRM. L'appareil peut également réaliser 
des analyses MS, MS/MS et MS/MS/MS. De plus, cet appareil possède une trappe ionique 
qui permet d'accumuler les ions lui conférant ainsi une plus grande sensibilité. 
Les premiers résultats ont montré que la détection et l'identification de 0,1 ng de la protéine 
FMRP synthétique pure étaient possibles avec une très bonne précision. Par contre, les 
extraits plaquettaires contiennent une foule de protéines et FMRP y est présente en faible 
proportion. Afin de pouvoir détecter FMRP, les extraits devaient être purifiés. Ainsi, la 
technique la plus prometteuse consistait à séparer les protéines plaquettaires sur un gel 
SDS-PAGE, puis à découper la portion du gel correspondant au poids moléculaire de la 
protéine FMRP. Les protéines contenues dans la bande de gel étaient extraites et ensuite 
analysées par le spectromètre de masse afin de détecter et de mesurer quantitativement la 
protéine FMRP. Nous n'avons pas réussi à purifier suffisamment la protéine FMRP, et ce, 
malgré l'ajout d'étapes de purifications supplémentaires par chromatographie (colonnes 
échangeuses d'ions, colonnes d'affinités) avant le dépôt des extraits plaquettaires sur gel. 
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Comme FMRP endogène chez les individus contrôles n'était pas détectable par 
spectrométrie de masse, il nous apparaissait inutile de pousser plus loin cette méthode chez 
les individus avec le syndrome du X fragile qui expriment peu ou pas la protéine FMRP. En 
conclusion, le bruit généré par les protéines plaquettaircs est très élevé et il masque le 
signal de la protéine FMRP qui ne peut être mesuré avec les outils dont nous disposions. 
C'est pourquoi nous avons opté pour le dosage de FMRP grâce à une approche 
immunologique; l'immunobuvardage quantitatif de type Western. 
2.1.1.4. La méthode par immunobuvardage 
Comme mentionné précédemment, des études réalisées au laboratoire ont montré que la 
protéine FMRP était exprimée dans les plaquettes sanguines d'individus contrôles. Mon 
projet de recherche a permis de développer une approche de dosage quantitatif de la 
protéine FMRP dans les plaquettes sanguines par immunobuvardage de type Western. La 
méthode se divise en deux phases : la préparation puis l'analyse de l'échantillon. 
La préparation de l'échantillon comprend les étapes du prélèvement jusqu'à la dénaturation 
de l'échantillon. Elle consiste à prélever un spécimen sanguin dans des tubes EDTA 
dipotassique (BD Biosciences). En optimisant la méthode, plusieurs anticoagulants ont été 
testés dont le citrate et l'ACD (acide citrique, citrate, dextrose). L'EDTA a été privilégié, 
car il est l'anticoagulant le plus utilisé dans les études de protéomique. L'EDTA chélate les 
ions divalents et il permet d'obtenir une très belle séparation des plaquettes sanguines. 
Ensuite, la préparation de l'échantillon consistait à isoler les plaquettes sanguines par 
centrifugation puis, à les dénombrer avec un compteur de cellules au laboratoire 
d'hématologie du CHUS. Ensuite, les plaquettes isolées sont lavées pour éliminer les 
protéines plasmatiques, comme l'albumine. Finalement, les protéines plaquettaires sont 
dénaturées dans un tampon à base de SDS (sodium dodécyl sulfate) à une température de 
98 °C. La dénaturation des protéines permet de préserver la stabilité de la protéine FMRP et 
l'échantillon peut être conservé pendant au moins 6 mois à -80 °C avant d'être analysé. Par 
contre, la dénaturation des protéines limite les possibilités des tests qui peuvent être 
employés pour analyser de l'échantillon. 
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L'analyse de l'échantillon consiste à détecter et à quantifier la protéine FMRP par 
immunobuvardage de type Western. Ainsi, les échantillons de protéines plaquettaires et les 
standards de concentration connue en FMRP sont séparés par électrophorèse (SDS-PAGE). 
Ensuite, les protéines sont transférées sur des membranes de nitroccllulosc. Puis, un 
immunobuvardage de type Western est réalisé avec 1C3 comme anticorps primaire, qui 
reconnait spécifiquement la protéine FMRP, et avec un anticorps secondaire couplé à un 
fluorochrome qui reconnait le premier anticorps. La fluorescence du second anticorps lié à 
1C3 peut être détectée et mesurée par un appareil comme le Odyssey'Infrared Imaghig 
System commercialisé par la compagnie LiCor®. La fluorescence est proportionnelle à la 
quantité d'anticorps secondaires liés et ainsi à la quantité de FMRP. L'intensité de 
fluorescence des standards de concentrations connues en FMRP permet de produire une 
droite ainsi qu'une équation. L'équation de la droite standard et l'intensité de fluorescence 
mesurée pour chaque participant permettent la quantification des niveaux intraplaquettaires 
de FMRP. Par son principe, la quantification par la fluorescence permet une meilleure 
linéarité que la quantification par chimiluminescence qui est basée sur la réaction d'un 
enzyme dont la cinétique est non-linéaire. De plus, la quantification basée sur la 
fluorescence infrarouge et mesurée par l'appareil Odyssey' Infrared Imaging System serait 
plus sensible que celle basée sur la chemiluminescence. (Schutz-Geschvvender et ai, 2004). 
Nous avons choisi d'exprimer les dosages en picogrammes de FMRP par millions de 
plaquettes (pg FMRP/106 plaquettes) plutôt qu'en grammes de protéines plaquettaires. 
Effectivement, le dosage des protéines plaquettaires devrait être fait avant la dénaturation 
des protéines ce qui augmenterait beaucoup le temps technique. De plus bien que les 
extraits plaquettaires obtenus par notre méthode contiennent peu de contaminants 
lymphocytaires, leur présence pourrait influencer de façon variable notre quantification des 
protéines. En résumé, tous les paramètres de la méthode ont été optimisés afin de donner 
des mesures quantitatives fiables et reproductibles de la protéine FMRP. En effet, 
l'utilisation de gels SDS-PAGE commerciaux a été favorisée par souci de standardisation et 
d'efficacité. De plus, le pourcentage en acrylamide des gels, les paramètres de migration 
des gels, le choix de l'anticorps secondaire et de son fluorochrome ont été soigneusement 
étudiés afin d'optimiser la méthode de quantification de la protéine FMRP. 
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La méthode développée au cours de mon projet de recherche permet la quantification et la 
visualisation de la protéine FMRP. Ainsi, la mutation classique causant le syndrome du X 
fragile et les autres types de mutations qui affectent l'expression ou la taille de la protéine 
FMRP peuvent être détectées. La technique a ctc utilisée dans le cadre d'une étude clinique 
afin de mesurer les niveaux de la protéine FMRP chez les individus normaux et chez les 
individus avec le syndrome du X fragile. De plus, la relation entre les niveaux de FMRP et 
le profil cognitif des individus avec le syndrome du X fragile a été étudiée. Les travaux 
réalisés ont permis d'évaluer le potentiel clinique de cet outil diagnostique. 
2.1.2. Le choix des tests cognitifs 
Dans le cadre de mon projet de recherche, le profil cognitif des individus avec le syndrome 
du X fragile a été évalué. Le quotient intellectuel a été déterminé en utilisant les tests de 
Wechsler spécifiques pour l'âge. Le fonctionnement adaptatif, qui est complémentaire à 
celle du QI, a été évalué avec l'échelle de comportement adaptatif de Vineland. Ces tests 
psychométriques ont été choisis, car ils sont bien documentés dans la littérature et ils ont 
l'avantage d'être disponibles en français. De plus, comme ces tests ont été utilisés dans les 
publications présentées précédemment, il nous apparaissait plus facile de comparer le 
potentiel pronostique de notre méthode avec celles publiées. 
2.2. Les objectifs du projet de recherche 
Le but principal de mon projet de maîtrise était donc de développer, d'optimiser et 
d'étudier une nouvelle méthode diagnostique basée sur la mesure quantitative de la protéine 
FMRP. Pour ce faire, mon tout premier objectif a été d'optimiser la méthode et d'étudier sa 
performance analytique. En effet, tel que décrit dans la section précédente, toutes les 
étapes, de la prise de sang à la quantification de la protéine FMRP ont été optimisées pour 
diminuer le temps technique et limiter la variabilité de manière à ce que la méthode soit 
reproductible. De plus, la précision intra-analyse et inter-analyse ont été vérifiées de 
manière à s'assurer que la méthode est suffisamment précise pour être employée dans une 
population d'individus contrôles. 
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Mon second objectif consistait à étudier la méthode de dosage quantitatif de la protéine 
FMRP chez des individus sans déficience intellectuelle afin de déterminer la variabilité des 
niveaux d'expression de FMRP. Également, la variabilité interindividuellc et intra-
individuelle (valeurs de référence) de l'expression de la protéine FMRP dans les plaquettes 
sanguines d'individus contrôles ont été établies. 
Ensuite, les niveaux de la protéine FMRP ont été mesurés chez les individus avec le 
syndrome du X fragile. Ensuite, nous avons déterminé une valeur seuil pour la 
concentration de FMRP dans les plaquettes sanguines, en dessous de laquelle le diagnostic 
du syndrome du X fragile doit être suspecté. De plus, chez les individus avec le syndrome 
du X fragile, nous avons étudié la relation entre l'expression de FMRP, le QI et le 
comportement adaptatif. 
2.3. Les hypothèses de l'étude 
La mesure quantitative d'un paramètre intracellulaire dans un contexte diagnostique n'est 
pas courante. Nos travaux préliminaires présentés à la section 2.1, nous indiquent que le 
niveau approximatif de FMRP chez les individus contrôles est de de 0,03 ng par plaquette. 
Par contre, la variabilité de ce paramètre n'a cependant pas été étudiée. Nous nous 
attendons à ce que les niveaux intraplaquettaires de la protéine FMRP suivent une 
distribution normale dans une population contrôle sans déficience intellectuelle. Comme la 
protéine FMRP est exprimée de façon intracellulaire, nous croyons également que la 
variabilité inter-individuelle sera faible. 
L'ensemble des données provenant de la littérature suggère que le dosage de FMRP chez 
les individus atteints du syndrome du X fragile serait nettement abaissé par rapport à celui 
des individus sains. Effectivement, les individus avec la maladie synthétisent très peu ou 
pas de protéine FMRP. C'est pourquoi mon hypothèse suggère que les niveaux de FMRP 
intraplaquettaires des individus avec le syndrome du X fragile seront inférieurs à ceux 
mesurés chez les individus contrôles. Également, nous pensons que les niveaux 
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d'expression des femmes avec le syndrome du X fragile seront plus bas que ceux mesurés 
chez les contrôles, mais plus élevés que ceux des individus de sexe masculin avec la 
maladie. 
De plus, les travaux réalisés avec la mesure de FMRP dans les lymphocytes ont montré 
qu'il existerait une relation inverse entre le niveau de FMRP chez les patients atteints du 
syndrome du X fragile et leurs fonctions cognitives. Donc, nous nous attendons à voir une 
relation plus précise entre les niveaux d'expression de la protéine FMRP dans les plaquettes 
sanguines et les fonctions cognitives. Ainsi les niveaux de FMRP dans la zone diagnostique 
pourraient donner des indices fiables sur le phénotype clinique des sujets atteints du 
syndrome du X fragile. 
Pour répondre aux objectifs de recherche, une étude non-expérimentale et descriptive a été 
réalisée. En effet, le devis méthodologique choisi est une étude transversale qui est 
appropriée pour l'évaluation d'un nouvel outil diagnostique. 
2.4. La population à l'étude 
Mon projet de recherche vise à étudier le nouvel outil diagnostique développé au 
laboratoire; le dosage intraplaquettaire de la protéine FMRP par immunobuvardage 
quantitatif dans une population d'individus contrôles et d'individus avec le syndrome du X 
fragile. 
Pour les individus contrôles, la population cible correspond aux individus habitant le 
territoire de l'Estrie qui ne sont pas atteints de déficience intellectuelle et qui n'ont pas de 
dysfonction plaquettaire. Par contre, il est impossible de recueillir des données pour chacun 
de ces individus. La population accessible comprend; tous les patients, le personnel et les 
étudiants fréquentant la FMSS (Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé) de 
l'Université de Sherbrooke (UdeS) et le CFIUS (Centre Hospitalier Universitaire de 
Sherbrooke) de Fleurimont âgés de 4 à 50 ans, n'étant pas atteints de déficience 
intellectuelle ni de dysfonction plaquettaire. 
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Pour les individus avec le syndrome du X fragile, la population cible correspond à tous les 
individus atteints venant de la région de l'Estrie. Toutefois, notre population accessible est 
les individus avec le syndrome du X fragile fréquentant la clinique de génétique du CHUS 
âgés entre 4 et 50 ans et sans dysfonction plaquettaire. 
2.4.1. L'échantillon 
La FMSS et le CHUS de Fleurimont sont fréquentés par une clientèle très diversifiée. En 
effet, des patients, des étudiants, des professeurs, des médecins et du personnel venant de 
tous les coins du Québec, de tous âges et de diverses origines ethniques se côtoient dans ces 
deux institutions. De plus, le CHUS de Fleurimont est le seul centre de référence en Estrie 
pour les individus atteints de déficience intellectuelle et dessert l'ensemble de la population 
estrienne. En raison de cette diversité, nous pensons que cette clientèle représente 
adéquatement la population estrienne. Comme tous les participants au projet de recherche 
sont soumis à la même procédure et que l'échantillonnage n'est pas fait au hasard, 
l'échantillon n'est pas probabiliste. 
Il n'existe actuellement aucune documentation sur la concentration intraplaquettaire de 
FMRP et sur la variabilité interindividuelle et intra-individuelle dans la population sans 
déficience intellectuelle. Selon les lignes directrices du CLS1 (Clinical and I.aboratory 
Standards Imtitute, anciennement NCCLS), un minimum de 120 individus est nécessaire 
pour déterminer la valeur correspondante au 99e percentile (3 écarts-types de part et d'autre 
de la moyenne) (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). Ainsi, pour le premier 
objectif visant à optimiser et à étudier la performance analytique d'un nouveau test 
diagnostique pour le syndrome du X fragile basé sur la mesure quantitative de la protéine 
FMRP, des volontaires fréquentant le CHUS de Fleurimont, sans déficience intellectuelle, 
retard de développement ou dysfonction plaquettaire ont été recrutés. 
Pour le second objectif consistant à étudier la méthode de dosage quantitatif de la protéine 
FMRP chez les individus avec le syndrome du X fragile, des individus avec la maladie ont 
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été recrutés via la clinique de génétique du CHUS. Afin d'obtenir les meilleures 
corrélations entre l'expression de FMRP et le profil cognitif un maximum d'individus, sur 
une possibilité de 43, a été inclus dans l'étude. 
2.4.2. Les critères de sélection 
Pour être inclus dans l'étude, les participants ou leurs mandataires devaient parler, lire et 
comprendre le français. Ils devaient donner leur consentement libre et éclairé en signant le 
formulaire. Tous les participants qui avaient une formule sanguine avec décompte 
plaquettaire en dehors des valeurs de référence (150-400 millions/ml) et/ou une diathèse 
hémorragique ou thrombotique étaient exclus de l'étude. 
Pour le recrutement des individus contrôles les critères d'inclusions étaient : 
• Pour les mineurs : 
o N'avoir aucune déficience intellectuelle, retard scolaire ou de 
développement diagnostiqué; 
o Être accompagné de son titulaire de l'autorité parentale ou de son tuteur; 
o Avoir un prélèvement sanguin prescrit au dossier médical; 
o Être âgé de 4 à 17 ans et 11 mois. 
• Pour les majeurs : 
o Posséder un diplôme de secondaire 5 ou l'équivalent; 
o Être âgé de 18 à 50 ans. 
Pour le recrutement des individus avec le syndrome du X fragile, les critères d'inclusion 
étaient : 
• Avoir un diagnostic moléculaire positif (documenté par Southern blot/PCR) pour le 
syndrome du X fragile; 
• Être accompagné de son titulaire de l'autorité parentale ou de son tuteur (pour le 
mineur) ou (pour le majeur inapte) de son mandataire, ou tuteur/curateur; 
• Être âgé de 4 à 50 ans. 
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2.4.3. Le milieu de l'étude 
Mon projet de recherche s'est déroulé au CHUS de Fleurimont et à la FMSS de l'Université 
de Sherbrooke. En effet, le recrutement des individus contrôles majeurs s'est déroulé parmi 
les étudiants, les professeurs et le personnel. Les individus contrôles mineurs ont été 
recrutés à l'urgence et à l'unité de soins pédiatriques. Les individus avec le syndrome du X 
fragile ont été recrutés par l'intermédiaire de la clinique de génétique du Dr Régen Drouin. 
2.5. Les instruments de mesure 
Un court questionnaire (Annexe A) a d'abord été utilisé pour documenter le sexe, l'âge, 
l'origine ethnique, les médicaments et le niveau de scolarité des participants. L'origine 
ethnique et les médicaments et le niveau de scolarité ont été recueillis à titre indicatif, mais 
ils n'ont pas été inclus dans les analyses. 
Ensuite, le niveau d'expression intraplaquettaire de la protéine FMRP a été mesuré chez 
chacun des participants au projet de recherche avec notre nouvelle approche de dosage de la 
protéine FMRP dans les plaquettes sanguines par immunobuvardage de type Western. Ce 
dosage est exprimé en programmes de FMRP par million de plaquettes (pg 
FMRP/106plaquettes). Comme le dosage quantitatif de la protéine FMRP se fait dans les 
plaquettes sanguines, il est essentiel de s'assurer que les participants n'avaient pas de 
pathologies affectant le compte plaquettaire. Ainsi, pour chaque participant une formule 
sanguine de routine a été effectuée à l'aide d'un compteur de cellules au laboratoire 
clinique d'hématologie du CHUS. 
Le profil cognitif des individus avec le syndrome du X fragile a été déterminé à l'aide de 
tests spécifiques administrés par une neuropsychologue. Les tests psychométriques choisis 
ont mesuré les compétences cognitives des individus avec le syndrome du X fragile, par 
l'évaluation du quotient intellectuel et du comportement adaptatif. Ainsi, le WAIS-III a été 
utilisé pour les individus de 17 ans à 50 ans, le WISC-IV pour les enfants de 7 ans à 16 ans 
11 mois. Les variables mesurées par les tests de Wechsler sont : l'échelle globale de 
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quotient intellectuel, le quotient intellectuel verbal, le quotient intellectuel de performance, 
la vitesse de traitement de l'information, l'indice de compréhension verbale, l'indice de 
raisonnement perceptif, l'indice de mémoire de travail, et l'indice de vitesse de traitement de 
l'information. L'échelle de comportement adaptatif de Vincland a cte utilisée pour mesurer 
la compétence sociale, les habiletés d'autonomie, de communication et d'adaptation. Une 
version française de l'échelle de comportement adaptatif de Vineland de l'hôpital Sainte-
Justine été administrée par une neuropsychologue par téléphone à un proche qui prend soin 
de l'individu. Les variables mesurées par l'échelle de comportement adaptatif de Vineland 
sont le score global, la communication, les habiletés de la vie quotidienne et la 
socialisation. 
2.6. Le déroulement de l'étude 
D'abord, des individus contrôles ont été recrutés afin de mesurer leurs niveaux 
d'expression intraplaquettaire de la protéine FMRP. Ces résultats ont permis de déterminer 
la précision de la méthode et la variabilité interindividuelle. Afin de déterminer la 
variabilité intra-individuellc, certains participants ont ctc prélevés à au moins deux reprises 
sur une période de six mois. 
Ensuite, le dosage quantitatif de la protéine FMRP a été réalisé chez des individus avec le 
syndrome du X fragile. En comparant ces résultats avec ceux des individus contrôles, il est 
possible de déterminer une valeur seuil en dessous de laquelle le syndrome du X fragile 
doit être suspecté. Cette valeur est choisie en fonction de la sensibilité et de la spécificité de 
la méthode et de son utilisation. De plus, le quotient intellectuel a été évalué chez ces 
individus avec les tests de Wechsler et le comportement adaptatif a été évalué par le 
l'échelle de Vineland. Conséquemment, la relation entre les fonctions cognitives et les 
niveaux d'expression de la protéine FMRP a été étudiée afin de vérifier si la protéine 
FMRP pouvait permettre de prédire les fonctions cognitives. 
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2.7. Les analyses statistiques 
Dans un premier temps, des statistiques descriptives ont été réalisées afin de documenter 
l'expression intraplaquettaire de FMRP dans chacun des groupes. Ainsi, la moyenne, la 
médiane, les centiles, l'écart-typc ont été utilisés afin de mieux décrire les échantillons. 
Aussi la distribution des niveaux de FMRP dans chacun des groupes a été analysée afin de 
vérifier si elle suivait la distribution normale. Des analyses paramétriques et non 
paramétriques ont été utilisées dépendamment si la distribution était normale ou non. 
Seulement la distribution des niveaux intraplaquettaire de FMRP chez les individus 
contrôles suivait la normale. Ainsi, un test / a été utilisé pour vérifier l'effet du sexe sur les 
niveaux de FMRP. Puisque les résultats dans le gioupe d'individus avec le syndrome du X 
fragile ne présentaient pas une distribution normale, des analyses non paramétriques ont été 
faites (Fortin et al., 2006). En effet, un test de Mann-Whitney a été utilisé afin de vérifier 
l'effet du sexe sur les niveaux chez les individus avec le syndrome du X fragile. Le test de 
Mann-Whitney a également été utilisé pour comparer l'expression de FMRP entre les 
différents groupes et en tenant compte du sexe. Une analyse graphique de type boîte-
moustache a été effectuée afin de visualiser les niveaux d'expression de FMRP des 
individus sans déficience intellectuelle de ceux avec le syndrome du X fragile. Des analyses 
de corrélation de Spearman ont été faites afin d'étudier la relation entre FMRP et le profil 
cognitif des individus avec le syndrome du X fragile. Cette relation a également été 
représentée graphiquement avec des nuages de points. Ces analyses statistiques ont été 
produites avec la version 17.0 du logiciel SPSS Sta/is/ics pour Windows. Les analyses ont 
été produites avec un intervalle de confiance à 95 %. 
La version 11.2.8.0 de MedCalc a été utilisée pour réaliser une analyse ROC (Receiver 
Operating Characteristic). Cette analyse a permis de déterminer la sensibilité et la 
spécificité de notre outil diagnostique ainsi qu'une valeur seuil pour la concentration de la 
protéine FMRP qui permet de distinguer les individus avec le syndrome du X fragile des 
autres. 
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2.8. Les considérations scientifiques 
De nombreuses précautions ont été prises pour diminuer l'impact des biais sur les résultats 
de l'étude. En effet, comme l'établissement de valeurs de référence requiert le concours de 
volontaires, les participants à ce volet du projet de recherche étaient peut-être plus 
sensibilisés à notre sujet d'étude. Ce biais est celui de l'autosélection. De plus, les 
volontaires provenaient d'employés ou d'étudiants de la FMSS de l'UdeS et du CHUS qui 
sont, en général, en meilleure santé et plus sensibles à la recherche que les individus de la 
population générale. Ce biais de sélection est celui de l'appartenance. Pour en diminuer 
l'impact, des individus de tous les niveaux de scolarité et occupants diverses professions 
ont été recrutées. Par contre, il est peu probable que ces biais aient une influence notable 
sur la mesure de la protéine FMRP dans les plaquettes sanguines. 
Afin de s'assurer de la validité scientifique de l'étude, plusieurs précautions ont été prises. 
En ce qui concerne les données expérimentales, les dosages des niveaux d'expression de la 
protéine FMRP ont tous été accomplis, par la même expérimentatrice, avec les mêmes 
outils expérimentaux et selon des protocoles rigoureux. De plus, les lignes directrices du 
CLSI ont été utilisées pour déterminer la validité de l'outil diagnostique. Également pour 
assurer la validité des résultats, les analyses psychométriques ont été réalisées par une 
neuropsychologue hautement qualifiée et une vérification de la correction des évaluations a 
été faite par une tierce personne. Finalement, les résultats des analyses statistiques ont été 
vérifiés par une statisticienne. 
2.9. Les considérations éthiques 
Le présent projet de recherche a été accepté par le comité d'éthique à la recherche du 
CHUS : le projet SAX #08-128 (Annexe B). Pour être inclus dans le projet de recherche, 
les participants devaient donner leur consentement libre et éclairé. Dans le cas des individus 
inaptes à consentir, le consentement devait être substitué. Plus précisément, le 
consentement du mineur était donné par le titulaire de l'autorité parentale ou le tuteur et le 
consentement du majeur inapte était donné par le mandataire, le tuteur ou le curateur. Un 
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formulaire de consentement spécifique était signé en fonction du groupe auquel appartenait 
le participant. Cinq formulaires de consentements étaient disponibles : mineurs sains 
(Annexe C), volontaires sains majeurs (Annexe D), mineurs avec le syndrome du X fragile 
(Annexe E), majeurs avec le syndrome du X fragile (Annexe F) et mineurs en investigation 
pour le syndrome du X fragile (Annexe G). Le terme sain fait référence à l'absence de 
déficience intellectuelle, de retard scolaire ou de développement. 
La réalisation du projet de recherche a été possible, car le risque d'y participer était 
minimal. En effet, le seul risque était relié à la prise de sang qui était réalisée par du 
personnel qualifié et toutes les précautions étaient prises pour minimiser les risques 
éventuels. De plus, les individus contrôles d'âge mineur et les individus avec le syndrome 
du X fragile n'étaient inclus dans l'étude que si un prélèvement sanguin était prévu à leur 
dossier médical et prescrit par leur généticien, médecin traitant ou de famille. Ainsi le 
projet de recherche n'engendrait aucun risque supplémentaire, seulement l'ajout d'un tube 
lors du prélèvement. De plus, la confidentialité des participants était assurée tout au long de 
l'ctudc par plusieurs dispositifs. En effet, dès leur entrée dans l'étude, un code leur était 
attribué. Toutes les données nominatives et tous les résultats aux analyses ont été entrés 
dans une banque de données protégée par un code alpha numérique. Les formulaires de 
consentement et les questionnaires ont été conservés sous clef, sous la supervision du Dr 
Corbin. Cinq ans après la publication des résultats de l'étude, les informations nominatives 
recueillies seront détruites (les noms des participants, les noms des médecins traitants et les 
numéros de dossiers médicaux). 
3. Chapitre 3 : L'article scientifique 
3.1. L'avant-propos 
Titre de l'article : Quantitative measurement of FMRP in blood platelets as a new 
screening test for fragile X syndrome 
Auteurs de l'article : Mandy Lessard; Ahlem Chouiali; Régen Drouin; Guillaume Sébire; 
François Corbin 
Statut de l'article : soumis 
Titre du journal: American Journal of Human Genetics 
Avant-propos: 
Ce chapitre contient un article scientifique qui présente les résultats de mon projet de 
maîtrise. J'ai également mis au point et optimisé la méthode quantitative de dosage de 
protéine FMRP dans les plaquettes sanguines. De plus, j'ai participé au recrutement des 
sujets de recherche et j'ai réalisé tous les dosages protéiques qui ont permis de produire cet 
article. J'ai pleinement contribué à la rédaction de cet article en participant à la rédaction de 
chacune des sections. La preuve de soumission de l'article est présentée à l'Annexe H. 
L'autorisation d'intégration de cet article, écrit en collaboration, au mémoire, se retrouve à 
l'Annexe I. 
3.2. Le résumé de l'article en français 
Le syndrome du X fragile est la première cause de déficience intellectuelle héréditaire. La 
maladie est causcc par une expansion des trinuclcotidcs CGG et par la methylation du gène 
FMRJ ce qui entraine l'absence de la protéine correspondante, FMRP. Le diagnostic du 
syndrome est basé sur la détection de l'expansion et de la méthylation par Southern blot et 
PCR. Les fonctions cognitives des femmes avec le syndrome du X fragile seraient plus 
élevées que celles des hommes ce qui suggère une relation positive entre les niveaux 
d'expression de la protéine FMRP et les fonctions cognitives des individus avec la maladie. 
Plusieurs méthodes basées sur la détection de la protéine FMRP ont été proposées pour 
détecter les cas de syndrome du X fragile. Parmi celles-ci, on compte les méthodes 
immunohistochimiques sur les lymphocytes et les racines de cheveux. Dans cette étude, 
nous proposons une approche quantitative utilisant les plaquettes sanguines. Celles-ci sont 
faciles à isoler avec un haut taux de pureté (99,9 %). Les niveaux de FMRP ont d'abord été 
mesurés dans une population d'individus contrôles (n=124) et les valeurs de références ont 
été déterminées. Les niveaux d'expression de la protéine FMRP mesurés chez les hommes 
et les femmes avec le syndrome du X fragile étaient significativement plus bas que ceux 
mesurés chez les individus contrôles. Ainsi, notre test permet de discriminer les individus 
avec le syndrome du X fragile des individus contrôles. En utilisant cette méthode comme 
test de dépistage, une valeur seuil de 27.3 pg de FMRP par million de plaquettes permet 
d'obtenir une sensibilité de 100 % et une spécificité de 61 %. Les fonctions cognitives ont 
aussi été évaluées par les tests de Wechsler spécifiques pour l'âge et l'échelle globale de 
comportement adaptatif de Vineland. Une relation proportionnelle entre les niveaux 
d'expression de la protéine FMRP, le QI et le comportement adaptatif a été observée 
suggérant que notre test permettrait, non seulement de détecter les cas de syndrome du X 
fragile, mais aussi de prédire le niveau des fonctions cognitives des individus atteints. 
Abstract 
The fragile X syndrome is the most common cause of inherited intellectual disability. The disease 
results from CGG repeat expansion and methylation in the FMR1 gene leading to the absence of 
expression of its encoded protein, FMRP. Therefore, its diagnosis is based on the détection of these 
molccular altérations by Southern blot and PCR analysis. Altcrnativcly, FMRP-bascd scrccning 
methods have bcen proposed over the ycars. Most of them arc bascd on immunohistochcmistry 
analyses applied to a restricted number of lymphocytes (100) or hair roots (10-20). These semi-
quantitative methods had shown a limited power to discriminate fragile X female from controls. 
We present an absolute quantitative approach using the blood platelet, which can be recovered 
easily with very high purity (99.9%). FMRP levels in platelets were first measured in a control 
population (n=124) and reference values were established. Quantitative FMRP measurements were 
also performed in confirmed fragile X subjects. Receiver operating characteristic curve analysis has 
shown that our test can easily discriminate fragile X maies and females from control (AUC = 
0.948). Taken as a screening test, a threshold value of 27.3 pg/106 platelets would yield 100% 
sensibility and 61% specifïcity for both genders. Cognitive functions were also assessed in these 
individuals using age-specific Wechsler intelligence scales and the Vineland adaptive behavior 
scales. A proportional relationship between FMRP levels, IQ and adaptive behavior was observed 
among fragile X individuals, suggesting that our test would be able to detect fragile X cases and 
may also predict cognitive functions. 
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Introduction 
The fragile X syndrome (FXS [OMIM 300624]) is the most common form of inherited 
intellcctual disability and affects 1 in 5161 malcs1 and 1 in 6000 fcmalcs2. Clinical 
manifestations of the syndrome also include craniofacial anomalies and macroorchidisnv 4. 
In most cases, the disease is caused by CGG repeats expansion within the 5' untranslated 
rég ion  o f  the  Fragi le  X  Menta l  Re turdu l ion  1  (FMRl)  gene  loca ted  a t  the  locus  X1/27 . 3 .  
More precisely, the normal allele has 6 to 54 CGG repeats while the premutated allele 
counts 55 to 200 CGG repeats5. There is a high risk for a premutated mother to transmit to 
their offspring a full mutation, which is characterized by more than 200 CGG repeats along 
with the methylation of a CpG island upstream of the FMR1 gene. This methylation blocks 
the expression of the gene resulting in the absence (maies) or réduction (females) of fragile 
X mental retardation protein (FMRP) expression6. The altered level of FMRP is believed to 
be responsible for the clinical manifestations of the syndrome. However, point mutations or 
deletions in the FMRl gene may also lead to the same clinical features7. 
Global intellectual functioning is usually assessed by age-specific Wechsler intelligence 
scales, providing the intelligence quotient (IQ). IQ amongst fragile X individuals is highly 
variable; most affected maies have a severe (IQ level from 20-25 to 35-40) or profound (IQ 
below 20-25) intellectual disability. Females are less affected; only 25-30% have an 
intellectual disability (IQ<70)89. Typically, females with fragile X syndrome present 
normal or borderline intelligence with learning disabilities8. Intellectual disability may also 
give significant limitations in adaptive behavior that can be measured using the Vineland 
Adaptive Behavior Scales (VABS)10'11. Much heterogeneity has been observed among 
maies and females in their overall score as well as their subtests10. Globally, the adaptive 
behavior is higher in females than in maies10. The presence of a normal allele producing 
FMRP would be responsible for the less severe phenotype observed in females. 
Molecular approach, using Southern blot and PCR analyses, was developed in 1991 and 
still remain the référencé test for fragile X diagnosis12. Because methylation of the FMRl 
gene leads to the absence or réduction in FMRP expression, FMRP-based screening 
stratégies have been proposed over the last few years. Most of these methods are based on 
the détection of FMRP-positive lymphocytes or hair roots following immunochemistry 
with anti-FMRP antibody13"15. Even if they have shown a potential for detecting fragile X 
cases, these methods are semi-quantitative, require a visual interprétation and use a limited 
number of cells. Moreover, a relationship between FMRP expression and cognitive abilities 
was established. 
Here, we propose the quantitative measurement of FMRP using blood platelets as a new 
screening test to detect fragile X individuals. Additionally, the presence of a relationship 
between FMRP, IQ and adaptive behavior in our study suggests that FMRP levels may give 
dues to clinical phenotype of fragile X syndrome subjects. 
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Subjects and Methods 
Research subjects 
Ilealthy minors and volunteers controls as well as fragile X individuals were recruited 
according to research protocols approved by the hutnan research ethics committee of our 
institution (no. 08-128). The control group was coinposed of 124 subjects. 61 females and 
63 maies, without intellectual disability. The mean âge for females was 25.6 =13.3 (range 4 
to 48) years and 26.1 ±13.8 (range 4 to 50) years for maies. For the fragile X group, 26 
individuals with a confirmed diagnosis for the fragile X syndrome by molecular approach 
(Southern blot or PCR) were recruited. The sample was composed of 10 females between 
17 and 42 years of âge and 16 maies between the âges of 7 and 39. Two maies had a mosaic 
fragile X status which consists of a premutation size repeat and a full mutation. Ail subjects 
in both groups had a normal platelet count. 
Isolation of platelets 
Venous blood was collected in EDTA-K2 tubes (Becton-Dickinson) and platelet-rich-
plasma (PRP) was obtained by centrifugation at 350 g for 10 min at 22°C. Then 5 mM 
EDTA was added to the PRP and blood cells were counted with an automated fluorescent 
flow cytometer (Sysmex XE-5000). Platelets were washed with PBS-EDTA (5mM) and 
finally centrifugated at 2400 g for 15 min at 22°C. Whole protein extracts were prepared as 
described previously16. Briefly, following the addition of 2% SDS sample buffer, extracts 
were homogenized through a 27G hypodermic needle and denatured at 98"C for 5 min. 
FMRP quantification 
For Western blot analysis, proteins were separated on a pre-cast 4-12% gradient SDS-
PAGE (NuPAGE® Novex® Midi Gel System from lnvitrogen). Protein extract 
corresponding to 5 X 106 platelets was loaded for each subject along with known amounts 
of FMRP standards ranging from 0.032 to 0.32 nanograms. Following protein transfer to 
nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratory), a Western blot was carried out using the 
anti-FMRP antibody 1C3 (Chemicon) and an infrared fluorescence-labelled (goat anti-
mouse AlexaKFluor 680) secondary antibody (LI-COR Biosciences). In some experiments, 
Western blot analysis was performed with an anti-tubulin antibody (Cell Signaling 
Technology) and a goat anti-rabbit Alexa®Fluor 680 secondary antibody (LI-COR 
Biosciences). The Odyssey* Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) was used to 
detect FMRP fluorescence signais from research subjects and standards. The included 
software allowed the calculation of a linear standard curve with the obtained signal from 
the standards. Quantitative FMRP levels were determined using the équation of the 
standard curve and the fluorescence signal measured for each subject. 
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Cognitive évaluations 
Cognitive évaluations were performed at the CHUS (Centre Hospitalier Universitaire de 
Sherbrooke) and in some particular cases at subjccts' homes by a neuropsychologist. 
Standardized Wechsler tests for French Canadians were administered according to their 
âge; the Wechsler Intelligence Scale for Children fourth édition (WISC-IV) for children 
aged between 6 to 16 years and 11 months and the Wechsler Adult Intelligence Scale Third 
Edition (WAIS-III) for adults (17 years and older) (Pearson Canada Inc.). Full scale IQ, 
verbal compréhension, perceptual reasoning, working memory and processing speed were 
considered in the analysis for both Wechsler tests. Additionally, verbal and performance IQ 
were analyzed solely for WAIS-ITI. Each score lias a niean value of 100 and a standard 
déviation of 15. The Vineland Adaptive Behavior Scales (VABS) is a complément to IQ 
évaluation. The VABS is a well-standardized test and measures communication, 
socialization, motor skills and daily living skills. This test is useful to determine an 
individual's ability to care for himself17. A French Canadian version (CHU Ste-Justine) of 
the Vineland Adaptive Behavior Scales was executed by phone with the caregivers of 
fragile X individuals. The Vineland Adaptive Behavior Composite (VABC) as well as 
communication, socialization and daily living skills subscales were considered in this 
analysis. Each VABS score has a mean of 100 and a standard déviation of 15. 
Data analysis 
The data were analyzed with SPSS (version 17.0). MedCalc version 11.3.8.0 was used to 
produce the Receiver Operating Characteristic (ROC) analysis. Data from inter-group were 
compared with student's t test (normal distribution) and Mann-Withney's test (abnormal 
distribution). Relationship between FMRP and cognitive functions were analyzed with 
Spearman's rho test. The data are presented with 95% confidence intervais. 
RESULTS 
FMRP is present in blood platelets 
Platclets arc the easiest blood cells to prépare at the high purity; following a single 
centrifiigation of the whole blood, platelets are obtained with 99.9 % purity. Western blot 
analysis for FMRP was performed on whole cell extracts from platelets of a confirmed 
fragile X maie and a control individual (Figure 1A). FMRP in control platelets shows a 
classic protein pattern with a major band at 80 kDa, as a tight doublet, and 5 to 6 minor 
bands from 70 to 78 kDa. These bands were not detected in the fragile X individual, thus 
confirming the specificity of the obtained signal (Figure 1 A). 
FMRP levels in blood platelets from control individuals follow a normal distribution 
In order to better understand FMRP levels variation in the control population, 124 
individuals from 4 to 50 years of âge without mental disability and with a normal platelet 
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count were recruited. The distribution of FMRP levels among control individuals follows a 
normal distribution, allowing parametric statistical analysis, with a mean value of 29.6 ± 
7.5 picograms of FMRP per 106 platelets (pg/106 platelets) (data not shown). FMRP levels 
in this control population were not affected by âge or gender. These measured levels of 
FMRP were then compared with those found among fragile X syndrome subjects, recruited 
in our clinic. 
FMRP levels in fragile X syndrome subjects 
26 subjects (16 maies; 10 females) with fragile X syndrome liave been included in our 
study. As expected, levels of FMRP among maies with fragile X syndrome were 
significantly lower than control (Figure 1B). In fact, no signal was obtained for 12 out of 
16 maies whereas the highest level for the remaining four fragile X individuals was 8.6 
pg/106 platelets. Two of these maies were known to have repeat size mosaicism, explaining 
why FMRP expression was detected. As expected, females showed a significantly higher 
expression level than fragile X maies, while still being significantly inferior to those in 
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Figure 1. FMRP expression is significantly lower in fragile X patients as conipared to 
controls. 
(A) Western blot analysis performed on platelet extract from control and fragile X 
maie (FX). Whole platelets extracts from a Control and a fragile X maie (FX) were loaded 
on SDS-PAGE and Western blot analyses were performed using the anti-FMRP antibody 
1C3 and the anti-tubulin antibody as a loading control. (B) Box-Plot analysis comparing 
FMRP levels found between control individuals and fragile X syndrome subjects. 
Values for maies (gray) and females (white) were calculated separately. There is no 
différence between control maies and controls females, using student T test (Student t test, 
control maies n=63, control females n=61, P<0.001). Using Mann-Whitney U tests, there is 
a statistical différence between control and fragile X group, (Mann-Whitney test LM169, 
controls n=124, fragile X syndrome subjects n=27, p<0.001), between fragile X syndrome 
and control maies (Mann-Withney U=0, control maies n=63, fragile X maies n=16, 
P<0.001) and between control and fragile X females (Mann-Withney U=76, control 
females n=61, fragile X females n=l 1, P<0.001). Also, we observed a statistical différence 
between females and maies with fragile X (Mami-Whithey U=0, fragile X female n= 10, 
fragile maies n=16, P<0.001). Lower boundaries indicate the 25th percentile and upper 
boundaries indicate the 75* percentile. Whiskers below boxes indicate minimum and 
whiskers above boxes indicate maximum. Dots indicate outliers. 
Diagnostic performance of the test and threshold FMRP value 
In order to determine the overall ability of our test to discriminate control from fragile X 
individuals, a ROC curve analysis was carried out using data from controls and ail fragile X 
individuals. As shown in Figure 2, our test yielded an area under the ROC curve of 0.948 (a 
perfect discriminating test being 1.0). As expected, the ROC analysis for fragile X maies 
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gave an area under the curve (AUC) of 1.0 whereas for females it gave an AUC of 0,875 
(data not shown). For screening purposes requiring a sensitivity of 100%, the FMRP 
threshold value would be 27.3 pg/106 platelets with a corresponding specifîcity of 61.3% 
(Figure 2). If the test would only use for maies subjects, we eould decrease the threshold, as 
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Figure 2. FMRP levels can discriininate fragile X syndrome subjects from healthy 
controls 
Sensitivity and specificity for each FMRP value were calculated with FMRP measurement 
in fragile X and control individuals. The ROC analysis allowed the détermination of the 
AUC (0.94). A threshold value of 27.3 pg/IO6 platelets gives a sensitivity of 100% and a 
specificity of 61.3%. 
Relationship between FMRP levels and IQ among fragile X syndrome individuals 
Cognitive évaluations were performed on most recruited fragile X individuals, where 
written consent was obtained for 24 (15 maies and 9 females) out of the 26 subjects. WAIS-
III and W1SC-1V determined participants' IQs according to âge. Our results show, as 
expected, a significantly higher IQ for females than for maies (mean value 74 vs 46 
respectively). However, we observed a low dispersion of IQs among subjects of each 
gender, being 40 to 51 in maies and 62 to 80 in females. When maie and female data were 
combined, a significant relationship between FMRP levels, full scale IQ (rs=0.91, p<0.01), 
verbal IQ (rs=0.93, p<0,01) and performance IQ (rs=0.92, p<0.01) was observed (Figure 3). 
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A similar relationship was also observed between FMRP and each subscale (data not 
shown). Considering only the maie group, no significant relationship remained except for 
verbal IQ (n=0.64, p=0.046) (WAIS-III). In the small female group, still no significant 
relationship was observed although some positive tendencies was perceived for the full 
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Figure 3. Graphical représentation of the relationship between FMRP levels 
and full scale IQ 
When maies and females are combined, the non-parametric Spearman's rho test suggests a 
significant relationship between FMRP levels, full scale IQ (rs=0.9I, p<0.01), verbal IQ 
(rs=0.93, p<0.0l) and performance IQ (rs=0.92, p<0.0l). For maies, the relationship 
between FMRP levels and verbal IQ was significant (rs=0.64, p=0.046). 
Relationship between FMRP levels and adaptive behavior among fragile X syndrome 
individuals 
The Vineland Adaptive Behavior Scale was administered to fragile X syndrome subjects in 
order to determine the VABC and each domain of the VABS. As expected, our results 
show, a significantly higher VABC for females than for maies (mean value 86 vs 29 
respectively). However, we observed for each gender a higher dispersion in adaptive 
behavior data than the dispersion in IQ data (ranging from <20 to 59 in maies and from 61 
to 105 in females). The relationship between FMRP quantification and adaptive behavior 
was also established. When maie and female data were combined, a significant direct 
proportional relationship was observed between FMRP levels, VABC (rs=0.90, p<0.01), 
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communication (rs=0.85, p<0.01), daily living skills (rs=0.87, p<0.01) and socialization 
(rs=0.85, p<0.01) domains (Figure 4). Considering only the maie group, no significant 
relationship remained. For females, relationships between FMRP and VABC (rs=0.86, 
p=0.03), daily living skills (rs=0.93, p<0.01), socialization remain significant (rs=0.82, 
p<0.01) and for the communication domain, a tendency was observed (r=0.65, p=0.06). 
Therefore our results suggest that the FMRP level quantification may predict adaptive 
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Figure 4. Graphical représentation of the relationship between FMRP levels 
and adaptive behavior 
Once again combining maies and females, the non-parametric Spearman's rho test suggests 
a significant relationship between FMRP levels and the VABC (rs=0.90, p<0.01) and each 
domain of the VABS (communication (rs=0.85, p<0.01), daily living skills (rs=0.87, 
p<0.01) and socialization (rs=0.85, p<0.0l). In females we observed a significant 
relationship between FMRP levels and the VABC (r,=0.86, p=0.03) as well as two 
domains; daily living skills (rs=0.93, p<0.01) and socialization (^=0.82, p<0.0l). Also a 




Over the last 15 years, several methods based on FMRP détection were proposed for the 
diagnosis of the fragile X syndrome.11"15 The majority of these methods relied on 
immunohistochemistry, which involves the analysis of a very restricted amount of 
lymphocytes"'15 (100) or hair roots14 (10-20). These methods have shown a limited 
capacity for discriminating fragile X individuals (femalcs in particular) from controls.18 
Here we propose a new absolute quantitative method shown to be superior in many aspects. 
We are the first group to report the presence of FMRP in blood platelets. Platelets represent 
a very good model for many reasons; they can be recovered with an unmatched purity of 
99.9% following a minimally invasive venous puncture and a single centrifugation. 
Platelets are less prone to physiological and pathological variations than lymphocytes, 
whose préparation contains various cellular subtypes (B, T CD4 and T CD8). Finally, 
platelets are anucleate cells possessing lower protease activity which facilitâtes sample 
homogenization and protein stability. Lymphocytes are usually prepared from blood 
collected in CPT tubes and the obtained préparation is significantly contaminated by 
platelets. The extent of these platelet contaminations has not been reported in previous 
studies where whole lymphocytes préparations were used to study FMRP by means of 
Western blot 19 or ELISA.20 This contamination could be a great source of variability in 
total FMRP quantification, and increasing lymphocyte purity may require expensive and 
labor intensive additional steps. 
Our method's sensitivity is such that one cc of whole blood can yield the 5 million platelets 
required for FMRP quantification. Denaturation of protein extracts with SDS sample buffer 
led to an increased FMRP solubility and stability. In fact, no sign of protein dégradation has 
been observed over 6 months following the storage of extracts at -80°C (data not shown). 
Western blot analyses based on fluorescence détection are increasingly preferred over 
enzyme approaches particularly for quantitative purposes21'22 since they have demonstrated 
greater linearity and reproducibility. While providing absolute FMRP quantification during 
band scanning, the operator may also identify other mutations within the FMRI gene which 
may impact the expression and length of FMRP.7 For example, deletion-type mutations (>2 
kDa) will resuit in a significant change in FMRP migration on SDS-PAGE gels. As a 
screening test, this approach will detect other mutations within the FMRI gene substantially 
afîecting FMRP length or expression. Our method eliminates possible bias from the 
operator who has to make visual judgment upon interprétation of FMRP expression 
(positive or negative) according to lymphocyte immunohistochemical staining.1 15 
Moreover, FMRP levels calculated from 5 million platelets is sure to be more 
représentative of its overall expression when compared to the évaluation of only 100 
lymphocytes15 - or worse, 10-20 hair roots.14 
To our knowledge, this is the first study where FMRP reference values are established from 
a control population. FMRP levels in the control population follow a normal distribution 
that is unaffected by âge or gender. For the 95% of the control population comprised within 
two standard déviations, our reference values lie between 12.9 and 53.6 pg/10 platelets. In 
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fragile X patients, our method detected the presence of FMRP in four maie patients, where 
only two out the four were confirmed as mosaic. Ail four patients had very low platelet 
FMRP levels (< 10 pg/106 platelets) indicating a very low percentage of mosaicity. 
Interestingly, these results suggest that our test rnay be more sensitive than the classic 
approach for detecting mosaic patients. Since both, platelets and lymphocytes, are derived 
from hematopoietic stem cells, we should not observe différences in mosaicity between 
these two cell lineages. Moreover, our test showed a great overall diagnostic performance 
(AUC=0.95), suggesting a higli potential for discriminating fragile X maies and even 
females from healthy controls. By selecting the best threshold for screening purposes 
(100% of sensitivity), a specificity of 61.3% can still be reached at 27.3 pg/106 platelets. 
Our test clearly outperforms the proposed immunohistochemistry method with 
lymphocytes, where a threshold of 83% gives a specificity of 41% with a corresponding 
sensitivity of 41%18 - limiting significantly the method's usefulness as a screening test in 
females with intellectual disability. 
Our analysis support's a positive relationship between FMRP and IQ when maie and 
female data are combined. However, this relationship vanished when only maies were 
considered. This observation can be easily explained by fact that the IQ for ail our patients 
was between 40 and 51 and because 11 out of 15 patients had undetectable FMRP levels. 
Nevertheless, our data suggest that an IQ below 55 could be suspected when FMRP levels 
are below 10 pg/106 platelets. Recruiting the less deficient mosaic maies with higher IQs 
and certainly higher cellular levels of FMRP will certainly allow us to observe a significant 
corrélation, similar to that observed when both genders are combined. A positive 
significant corrélation was also perceived between the VABS and FMRP levels in platelets 
when maies and females were combined. Interestingly, this relationship remained when 
females only were considered. This corrélation was not observed by other groups who used 
immunohistrochemical methods with lymphocytes,10'" which might may indicate that our 
quantitative method is superior. Recruiting additional subjects will certainly confirm the 
described relationships while potentially rendering significant the tendencies observed for 
both cognitive tests in female and maie subgroups. Additionally, corrélations should be 
investigated between FMRP levels in platelets and other usual tests for evaluating cognitive 
profiles of fragile X individuals such as the modified version of the Wisconsin General Test 
Apparatus (WGTA)" and the Stanford-Binet Intelligence Scales.24 
Finally, Southern blot and PCR détections of the CGG expansion will always remain as a 
reference methods for premutated carrier détection and as confirmation tests for patients 
with the classic mutation if the FMRP-based strategy is to be used for screening. We 
believe that our absolute quantitative FMRP approach using platelet extracts is superior in 
many aspects to the previously reported methods, though still requiring additional 
validation in a larger population. Technically simple to perform, our method would also 
allow the détection of other mutations and may even help in predicting cognitive abilities -
an overall promising aspect which could be particularly useful for genetic counselling and 
for optimizing the care of early diagnosed patients. 
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Table 1. Relationship between FMRP expression and cognitive abilities 
Relationship between FMRP levels 
and Wechsier tests 







Full-Scale IQ 0.17(0.539) 0.61 (0.082) 0.91 (<0.01) 
Verbal IQ 0.64 (0.046) 0.48 (0.191) 0.93 (<0.01) 
Performance IQ 0.28 (0.430) 0.55 (0.128) 0.92 (<0.01) 
Perceptual reasoning 0.16(0.567) 0.26 (0.499) 0.83 (<0.01 ) 
Working Memory -0.13 (0.634) 0.55 (0.126) 0.89 (<0.01) 
Processing Speed 0.19(0.498) 0.66 (0.051) 0.91 (<0.01) 
Verbal Compréhension 0.43 (0.110) 0.23 (0.551) 0.86 (<0.01 ) 
Relationship between levels of 
FMRP and VABS 







Global Score 0.14(0.603) 0.86 (0.003) 0.90 (<0.01 ) 
Communication 0.25 (0.926) 0.65 (0.060) 0.86 (<0.01 ) 
Daily Living Skills 0.007 (0.981) 0.93 (<0.01) 0.87 (<0.01) 
Socialization 0.20 (0.467) 0.82 (0.007) 0.85 (<0.01 ) 
Spearman's rho test was performed to assess the relationship between FMRP levels and 
cognitive functions; age-specific Wechsier tests and Vineland Adaptor Behaviors Scales. 
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4. Chapitre 4 : Discussion 
Dans les 15 dernières années, plusieurs méthodes basées sur la mesure quantitative de la 
protéine FMRP ont été proposées pour le diagnostic du syndrome du X fragile. Ces 
méthodes utilisent divers types cellulaires accessibles ainsi que diverses méthodes 
immunologiques. En plus d'être laborieuses, ces techniques ne permettent pas d'identifier 
avec confiance les femmes et les individus mosaïques avec la maladie. Le but de mon 
projet de recherche était de développer, d'optimiser et d'étudier une nouvelle méthode de 
dosage quantitatif de la protéine FMRP. La méthode développée permet d'identifier autant 
les individus mosaïques, les femmes que les hommes avec le syndrome du X fragile. Aussi 
elle permet d'étudier la relation entre l'expression de la protéine FMRP et le profil cognitif 
de ces individus. 
L'immunobuvardage quantitatif proposé présente de nombreux avantages. En effet, la 
technique de dosage quantitatif de la protéine FMRP basée sur la fluorescence aurait une 
meilleure sensibilité et linéarité que celle par la chimiluminescence. La quantification par la 
fluorescence est basée sur le principe où la fluorescence mesurée est proportionnelle à la 
quantité d'anticorps liés qui est proportionnelle à la quantité de FMRP présente dans 
l'échantillon. Par contre, la chimiluminescence est basée sur la réaction chimique d'un 
enzyme dont la cinétique n'est pas linéaire. La quantification basée sur la fluorescence évite 
les faiblesses rencontrées avec la chimiluminescence (disponibilité du substrat, le temps 
d'exposition et le développement de l'image de la réaction). Ainsi la quantification par la 
fluorescence aurait également une meilleure reproductibilité (Schutz-Geschwender et al, 
2004). La facilité de conservation des échantillons confère un autre avantage à notre 
méthode, car elle permet le transfert d'échantillons entre les centres hospitaliers et les 
laboratoires d'analyse sans craindre leur détérioration et elle permet la reprise d'analyses 
sur une longue période de temps. Aussi, la méthode est simple et elle donne un résultat en 
moins de deux jours. La méthode de dosage de la protéine FMRP dans les plaquettes 
sanguines requiert peu de sang. Effectivement, un millilitre de sang est suffisant pour 
réaliser le test. Ainsi, la méthode pourrait être utilisée chez les enfants en bas âge. De plus, 
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comme il est possible de visualiser directement la protéine FMRP, les mutations du gène 
FMR1 causant un changement dans la taille ou l'expression de la protéine FMRP pourraient 
être détectées. Conséquemment, l'approche étudiée pourrait permettre de détecter la 
mutation classique, mais aussi d'autres types de mutations causant le syndrome du X 
fragile. 
4.1. La mesure de la protéine FMRP dans les plaquettes sanguines est reproductible 
Tel que décrit dans le chapitre 2, toutes les étapes, de la prise de sang à la quantification de 
la protéine FMRP ont été optimisées pour diminuer le temps technique et limiter la 
variabilité de manière à ce que la méthode soit reproductible. Plus précisément, pour 
évaluer la reproductibilité intra-analyse des duplicatas d'un même échantillon plaquettaire 
ont été quantifiés lors de chacune des analyses effectuées. La reproductibilité inter-analyse 
a été déterminée en comparant les quantifications obtenues d'un même échantillon lors 
d'analyses différentes. Les coefficients de variation témoignant de la reproductibilité intra-
analyse n'excèdent pas le 5,5 % et ceux témoignant de la reproductibilité inter-analyse 
n'excèdent pas le 10%. Considérant ces deux composantes et extrapolant nos données sur 
une plus longue période, nous pensons obtenir une précision globale de l'ordre de 15 % ce 
qui est avantageusement comparable à plusieurs méthodes analytiques manuelles. 
4.2. Les niveaux d'expression de la protéine FMRP chez les individus normaux se 
distribuent selon la normale 
Mon étude est la première à s'intéresser aux niveaux d'expression de la protéine FMRP des 
individus de la population sans déficience intellectuelle, prémutation ou mutation complète 
du gène FMR1. La technique de dosage quantitatif de la protéine FMRP développée a été 
utilisée chez des individus contrôles, afin d'étudier la variabilité interindividuelle (valeurs 
de référence) et intra-individuelle des niveaux d'expression de la protéine FMRP et afin de 
vérifier si certains paramètres, comme l'âge ou le sexe, les influençaient. 
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Selon l'organisme Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), un minimum de 120 
individus est nécessaire pour établir les valeurs de références d'un marqueur biologique. 
Dans notre étude nous avons recruté 125 volontaires sans déficience intellectuelle, de 4 à 
50 ans. Ces derniers ont été recrutés dans la communauté du CHUS et de l'Université de 
Sherbrooke. Le recrutement s'est déroulé en se souciant d'intégrer autant d'hommes que 
de femmes dans l'étude et en ayant une distribution égale des âges pour les deux sexes. 
Ainsi, pour les mineurs, huit garçons et huit filles de 4 à 8 ans, six garçons et six filles de 9 
à 12 ans, six garçons et six filles de 13 à 17 ans et 11 mois ont été recrutés. Pour les 
majeurs, seize hommes et seize femmes de 18 à 30 ans, treize hommes et treize femmes de 
31 à 40 ans et treize hommes et treize femmes de 41 à 50 ans ont été inclus dans le projet 
de recherche. Pour des raisons expérimentales, un individu a dû être retiré de l'étude. En ce 
qui concerne la variabilité interindividuelle, nous avons observé une distribution gaussienne 
des niveaux de la protéine FMRP. De plus, nos résultats ont montré que ces niveaux 
n'étaient pas influencés par l'âge ou le sexe de l'individu. Les valeurs des dosages 
quantitatifs de la protéine FMRP se situaient entre 12,9 et 53,6 programmes de FMRP par 
million de plaquettes (pg/106plaquettes), avec une moyenne de 29,6 pg/106plaquettes et un 
écart-type de 7,5 pg/10r,plaquettes. La distribution des niveaux d'expression de la protéine 
FMRP chez les individus « normaux » me parait plus large qu'attendu, mais elle ne permet 
en aucun cas de nous donner des indices sur la capacité de la méthode à détecter la maladie. 
Certains des individus recrutés ont été prélevés à différents moments de l'année afin de 
déterminer la variabilité intra-individuelle des niveaux d'expression intraplaquettaire de la 
protéine FMRP. Les résultats obtenus montrent que les mesures sont reproductibles. Cette 
observation peut s'expliquer par le fait que la protéine est intracellulaire, et donc serait 
moins influencée par les variations physiologiques. 
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4.3. La mesure de l'expression intraplaquettaire de la protéine FMRP permet de 
détecter les cas de syndrome du X fragile 
Le second objectif de ce projet de recherche était de vérifier le potentiel diagnostique de la 
méthode développée A la clinique de génétique du CHUS, 43 individus âgés de 4 à 50 ans 
ont un diagnostic confirmé du syndrome du X fragile par Southern blot/PCR. Parmi ceux-
ci, 26 ont accepté de participer au projet de recherche soit seize hommes et dix femmes. Les 
refus de participation étaient majoritairement dus à la difficulté de déplacer les individus 
avec le syndrome du X fragile et particulièrement ceux en institution ou en famille 
d'accueil. 
Les niveaux de FMRP mesurés chez les individus avec le syndrome du X fragile ont 
ensuite été comparés aux niveaux mesurés chez les individus sans déficience intellectuelle. 
Comme attendu, les niveaux de FMRP des hommes avec le syndrome du X fragile étaient 
inférieurs à ceux des individus « normaux ». En effet, le plus haut niveau de FMRP mesuré 
chez les hommes avec le syndrome du X fragile est de 8,62 pg/106plaquettes. En effet, 
parmi les individus de sexe masculin avec le syndrome du X fragile, nous avons mesuré la 
protéine FMRP chez quatre des seize individus alors qu'aucun signal n'a été détecté chez 
les douze autres. Seulement deux des quatre individus étaient diagnostiqués comme 
mosaïques d'expansion, les autres avaient un diagnostic de mutation complète du gène 
FMRI. Une explication à cette observation serait que la méthode par Southern blot/PCR 
aurait une sensibilité limitée pour détecter l'état mosaïque. Ainsi, ces individus 
posséderaient un gène FMRI fonctionnel dans une certaine portion de leurs cellules. Une 
façon de vérifier cette hypothèse serait de mesurer FMRP spécifiquement dans les 
lymphocytes, malgré les difficultés techniques, et comparer le résultat avec celui obtenu 
dans les plaquettes sanguines. Une autre hypothèse serait que bien que les plaquettes et les 
lymphocytes ont la même origine hématopoïétique, l'expression de FMRP serait différente 
dans les lymphocytes et les plaquettes. Chez les femmes, les niveaux d'expression de la 
protéine FMRP se situaient entre 11,1 et 27,3 pg/106plaquettes. Ainsi, un léger 
chevauchement a été observé entre les niveaux de FMRP des femmes contrôles et ceux des 
femmes avec le syndrome du X fragile. Dans la littérature, un chevauchement entre les 
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niveaux d'expression de la protéine FMRP des contrôles et des individus avec le syndrome 
du X fragile a également été observé (Willemsen et al., 1995). Dans une autre étude, les 
niveaux mesurés chez les femmes avec le syndrome du X fragile étaient légèrement 
inférieurs à ceux des individus contrôle (Kaufmann et al., 1999). 
L'analyse de la courbe ROC permet de déterminer la performance diagnostique d'un test 
grâce à l'aire sous la courbe ROC et la valeur seuil en fonction du but du test. Cette valeur 
correspond à la concentration de FMRP en dessous de laquelle le diagnostic du syndrome 
du X fragile doit être suspecté. Dans le cas où cette méthode servirait au dépistage du 
syndrome du X fragile, le test devrait offrir une bonne sensibilité en permettant de détecter 
tous les cas parmi les individus ayant la maladie. En combinant toutes les valeurs de FMRP 
mesurées chez les individus normaux et avec le syndrome du X fragile, l'aire sous la courbe 
est de 0,948 ce qui nous indique que la méthode permet facilement de différencier les 
individus avec le syndrome du X fragile des autres individus. Une valeur seuil de 27,3 
pg/106plaqnettes offre une sensibilité de 100% et une spécificité de 61,3 %. Comme les 
femmes avec la maladie ont des niveaux de FMRP supérieurs à ceux des hommes, il est 
possible de déterminer une performance diagnostique et une valeur seuil spécifique selon le 
sexe. En ne considérant que les femmes, la performance diagnostique de notre test est de 
0,875 et la valeur seuil de 27,3 pg/106plaquettes permet une sensibilité de 100 % et une 
spécificité de 62,3 %. En ne considérant que les hommes, la performance diagnostique de 
notre test est de 100 % pour identifier les hommes avec le syndrome du X fragile. Chez les 
hommes, la valeur seuil pourrait être abaissée à 8,6 pg/106plaquettes en gardant une 
sensibilité et une spécificité de 100 %. Toutefois, l'utilisation d'une valeur seuil unique de 
27,3 pg/106plaquettes permet d'identifier tous les hommes et les femmes avec le syndrome 
du X fragile. Pour conclure, les résultats obtenus nous indiquent que notre test est capable 
de détecter les individus avec le syndrome du X fragile. Par la suite, le potentiel 
pronostique de notre méthode a été étudié afin de déterminer si le niveau de FMRP pourrait 
permettre de prédire les fonctions cognitives des individus avec la maladie. Notre méthode, 
tout comme la méthode de détection de la protéine FMRP dans les lymphocytes par 
immunohistochimie, a une spécificité et de sensibilité de 100% pour identifier les 
individus de sexe masculin avec le syndrome du X fragile. Par contre, pour l'identification 
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des femmes avec le syndrome du X fragile, notre méthode est supérieure à celle de 
détection de la protéine FMRP dans les lymphocytes qui avait une sensibilité et une 
spécificité de seulement 41 %. 
4,4. La mesure de FMRP comme élément prédictif du profil cognitif 
Dans ce projet de recherche, nous avons étudié la relation entre l'expression de la protéine 
FMRP dans les plaquettes sanguines et le profil cognitif des individus avec le syndrome du 
X fragile. En effet, le quotient intellectuel et le comportement adaptatif ont été évalués chez 
les individus avec le syndrome du X fragile participant à notre projet de recherche afin 
d'évaluer le potentiel pronostique de notre test. Quinze évaluations ont été complétées chez 
les individus de sexe masculin et neuf chez les individus de sexe féminin. Une femme a 
refusé les évaluations psychométriques par manque d'intérêt. Nous avons retiré l'évaluation 
du seul enfant (6 ans et 6 mois) qui avait complété le WPPSI-III. Les résultats du WPSSI-
III étaient nettement plus élevés que ceux du Vineland alors que chez les autres participants 
le quotient intellectuel était fortement corrélé avec le comportement adaptatif. 
Généralement, lorsqu'on observe une dichotomie entre la mesure du QI et celle du 
comportement adaptatif, c'est la mesure du QI qui est sous-évaluée. En effet, des facteurs 
comme l'autisme, les troubles d'anxiété ou du comportement et les conditions dans 
lesquelles l'évaluation est réalisée peuvent influencer la performance au test de QI. Dans 
notre cas, l'enfant sous-performe au niveau du comportement adaptatif. Le test de Vineland 
est un questionnaire rempli par les parents et il est possible que ses derniers aient sous-
estimé leur enfant. Aussi, l'enfant était à la limite d'âge entre l'évaluation avec le WPPSI-
III et celle avec le WISC-IV. L'évaluation de l'enfant avec le WISC-1V, dans l'éventualité 
où elle corrèlerait mieux avec le Vineland, permettra de nous éclairer sur la validité du 
WPPSI-III dans le cadre de notre projet de recherche. 
4.4.1. L'évaluation du quotient intellectuel 
Le quotient intellectuel des individus avec le syndrome du X fragile a été mesuré avec les 
tests de Wechsler spécifiques pour l'âge. Selon la littérature, environ 85 % des hommes 
avec le syndrome du X fragile ont une déficience intellectuelle (Loesch et al, 2004; 
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Chonchaiya et ai, 2009) et le QI moyen serait de 40 chez les hommes adultes. Les 
individus de sexe masculin ayant participés à notre étude avaient des Q1 entre 40 et 51 avec 
une moyenne de 46. Comme attendu, ces observations montrent que les capacités 
cognitives des participants de sexe masculin avec le syndrome du X fragile étaient 
nettement inférieures à celles des femmes avec la maladie. En effet, du côté des femmes, le 
Q1 variait entre 62 et 80 avec une moyenne de 74. Plus précisément, 22 % des femmes 
avaient une déficience intellectuelle légère avec des QI en bas de 70 et les autres femmes 
avaient une intelligence à la limite inférieure avec des QI entre 70 et 80. Ainsi, dans notre 
échantillon nous avons observé plus de femmes avec une intelligence à la limite inférieure 
qu'attendu. Par contre, avec un plus grand nombre de participantes, nous aurions peut-être 
observé une distribution où un tiers des femmes auraient une intelligence normale, un tiers 
une intelligence à la limite inférieure et un tiers, une déficience intellectuelle légère ou 
modérée (de Vries et ai, 1996), bien que cette distribution du QI chez les femmes ne fasse 
pas l'unanimité. 
Concernant l'étude de la relation entre le niveau d'expression de la protéine FMRP et le QI, 
mes résultats montrent, chez les individus avec le syndrome du X fragile, une forte relation 
entre FMRP, le quotient intellectuel et chacune des sous-échelles du Wechsler. Dans 
chacun des cas, le coefficient de corrélation de Spearman était supérieur à 0,9 (p<0,001). 
Cette observation avait d'ailleurs été rapportée entre les niveaux de la protéine et le QI 
global (Kaufmann et ai, 1999). Par contre, comme les femmes avec le syndrome du X 
fragile possèdent des capacités cognitives supérieures à celles des hommes avec la maladie, 
le sexe de l'individu doit être considéré dans l'analyse des résultats. Ainsi, il est nécessaire 
de séparer les hommes des femmes pour vérifier s'il existe un lien entre le niveau 
d'expression de la protéine FMRP et le quotient intellectuel. 
En tenant compte du sexe, aucune relation statistiquement significative n'a été démontrée 
entre les niveaux d'expression de la protéine FMRP dans les plaquettes sanguines et le 
quotient intellectuel global des femmes et des hommes avec le syndrome du X fragile. Il est 
possible que ce résultat soit causé par un manque de puissance statistique étant donné la 
faible taille de notre échantillon. Nos résultats sont en accord avec des travaux publiés 
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antérieurement (Tassone et al., 1999) où aucune corrélation significative entre FMRP et le 
profil cognitif n'a été établie chez les hommes avec la mutation complète. Contrairement à 
ce qui a été démontré dans les publications de Loesch et ses collaborateurs, nous n'avons 
pas observé une relation entre le déficit de la protéine FMRP et les sous-tests de l'échelle 
d'intelligence de Wechsler chez les hommes avec le syndrome du X fragile. Plus d'une 
centaine d'individus avec le syndrome du X fragile ont été inclus dans les études menées 
par ce groupe de recherche et la distribution du QI était plus étendue que dans notre étude 
grâce à l'inclusion d'hommes mosaïques. En effet, plusieurs individus présentaient un 
quotient intellectuel entre 50 et 70. De plus, le groupe de recherche a corrigé les résultats 
des Q1 en fonction d'un modèle d'analyse statistique qui permet de corriger les scores des 
tests de Wechsler en fonction de la généalogie et ainsi d'éviter l'effet du bagage génétique. 
La pertinence de cette transformation des données est discutable étant donné qu'il ne s'agit 
pas d'une correction statistique reconnue. De plus, aucune publication d'un autre groupe de 
recherche n'a montré son efficacité pour l'étude des facteurs qui influencent le QI 
d'individus avec une déficience intellectuelle. Comme nous n'étions pas convaincus du 
bien-fondé de cette transformation, nous n'avons pas corrigé les résultats des tests 
cognitifs. 
Dans notre étude, l'absence d'une relation entre FMRP et le quotient intellectuel peut être 
expliquée par un manque de sensibilité analytique de notre méthode lorsque les niveaux 
intra-plaquettaires de FMRP sont faibles comme dans le cas des hommes avec le syndrome 
du X fragile. Egalement, le comparatif de patients d'âges différents pourrait influencer nos 
résultats. Selon la littérature, le QI des individus avec le syndrome du X fragile déclinerait 
au fil du temps. Cette diminution des fonctions cognitives débuterait à la fin de l'enfance 
ou au début de l'adolescence et serait associée au développement de troubles anxieux et du 
comportement nécessitant une médication (Fisch et al., 1991; Wright-Talamante et al., 
1996). Les médicaments qui ont un effet sur le système nerveux central peuvent affecter le 
QI à la baisse. D'autres facteurs peuvent expliquer cette absence de relation, par exemple le 
nombre limité d'évaluations réalisées, la faible variabilité entre les QI mesurés des 
individus de même sexe et l'effet plancher des tests d'intelligence. En effet, le QI a été 
mesuré chez neuf femmes et quinze hommes. Ainsi la faible variabilité entre les QI des 
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individus de même sexe. Encore une fois, en recrutant des participants avec un QI entre 55-
70, dont des hommes mosaïques, il serait possible de vérifier si la relation entre FMRP et 
le QI serait plus significative. De plus, la relation entre FMRP et le QI peut être difficile à 
élucider notamment à cause de l'effet plancher des tests d'intclligcncc, comme les tests de 
Wechsler. Ces tests seraient trop difficiles et non adaptés aux sujets présentant de faibles 
capacités cognitives. Ainsi, les tests n'auraient pas la sensibilité suffisante pour déterminer 
correctement le QI des hommes avec le syndrome du X fragile (Hessl et al., 2009). Cet 
effet plancher pourrait expliquer la faible variabilité observée entre les QI des individus de 
sexe masculin. Ainsi, il semblerait que les tests de Wechsler ne sont pas les mieux adaptés 
pour évaluer le quotient intellectuel des garçons avec le syndrome du X fragile. 
4.4.2. La mesure du comportement adaptatif 
La mesure du comportement adaptatif permet d'évaluer l'indépendance personnelle et la 
responsabilité sociale d'un individu. L'échelle de comportement adaptatif de Vineland 
(Vineland Adaptive Behavior Scale) permet d'étudier les compétences de la vie 
quotidienne (les soins personnels, les tâches domestiques, la vie en société), la 
communication (expressive, réceptive, écrite) et la socialisation (relations interpersonnelles, 
le jeu et les loisirs, capacités d'ajustement). Comme attendu, nos résultats montrent que le 
comportement adaptatif est très variable chez les individus avec le syndrome du X fragile. 
Dans notre étude, les femmes avec le syndrome du X fragile présentaient un comportement 
adaptatif nettement supérieur à celui des hommes, et ce, tant au niveau au score global du 
Vineland que dans chacun des domaines du test (communication, socialisation, habileté de 
la vie quotidienne). En ne tenant pas compte du sexe, une corrélation positive et fortement 
significative a été observée entre FMRP et les résultats du Vineland. Évidemment, en 
raison de la génétique du syndrome du X fragile, nous avons vérifié si un tel lien existait 
après stratification pour le sexe. Concrètement, chez les femmes avec le syndrome du X 
fragile nous avons montré une relation statistiquement significative entre l'expression de 
FMRP, le résultat global du test de Vineland, les habiletés de la vie quotidienne et la 
socialisation. Par contre, entre les niveaux d'expression de la protéine FMRP et les 
aptitudes de communication seulement une tendance statistique a été observée. Cette 
association montre que plus les femmes avec le syndrome du X fragile sont fonctionnelles 
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et autonomes plus leurs niveaux d'expression de la FMRP sont élevés. Par contre, chez les 
hommes, aucune association statistiquement significative n'a été observée entre les niveaux 
de FMRP et le comportement adaptatif. Comme les hommes avec la maladie sont 
généralement peu fonctionnels et expriment peu la protéine FMRP, la relation entre FMRP 
et le comportement adaptatif est difficile à étudier. Un nombre de sujets plus élevés 
incluant des hommes mosaïques pour le syndrome du X fragile pourrait permettre d'établir 
des relations plus significatives chez les hommes et les femmes. 
Comme mentionné précédemment, cette relation entre l'expression de la protéine FMRP et 
le comportement adaptatif tel qu'évalué par le test de Vineland a d'abord été démentie 
(Glaser et al., 2003). En effet, ce groupe de recherche a montré que l'expression de la 
protéine FMRP ne permettait pas de prédire de façon significative le résultat du test de 
Vineland chez les garçons (80) et filles (40) avec le syndrome du X fragile âgés de 6 et 16 
ans 11 mois Le meilleur prédicateur du fonctionnement adaptatif était le QI. Par la suite, 
un second groupe de recherche a quant à lui démontrer une relation entre le score global et 
tous les domaines du test de Vineland chez les individus de sexe masculin (n-60) avec le 
syndrome du X fragile sans comportement autistique âgés entre 1 an et 12 ans (Hatton et 
al, 2003). Le comportement adaptatif d'un individu peut être influencé par de multiples 
facteurs autres que le fonctionnement intellectuel comme l'éducation. Des études 
supplémentaires avec un plus grand nombre de sujets permettraient une meilleure puissance 
statistique et seraient nécessaires afin de vérifier si la relation entre les niveaux 
d'expression de la protéine FMRP et le comportement adaptatif est plus significative. 
En résumé, bien que le nombre d'individus avec le syndrome du X fragile ayant participé à 
l'étude était limité et malgré que la protéine FMRP ait été mesurée dans les plaquettes 
sanguines, nous avons réussi à établir une relation positive entre le comportement adaptatif 
et les niveaux de FMRP chez les femmes avec la maladie. Cette observation suggère que la 
protéine FMRP joue un rôle clef dans la sévérité du phénotype clinique des individus avec 
le syndrome du X fragile. Ces résultats sont d'autant plus intéressants puisqu'ils indiquent 
que le dosage de la protéine FMRP pourrait permettre de donner des informations précoces 
sur les fonctions cognitives des individus avec le syndrome du X fragile, particulièrement 
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chez les femmes, avant même que des tests cognitifs puissent être réalisés. Ces 
informations concernant les capacités cognitives pourraient permettre de commencer les 
plans d'interventions plus tôt et même avant que les évaluations cognitives puissent être 
réalisées. 
4.5. Les forces, limites et retombées de l'étude 
Mon projet est le premier à utiliser les plaquettes sanguines comme modèle pour l'étude du 
syndrome du X fragile. Comme décrit précédemment, les plaquettes présentent de 
nombreux avantages par rapport à d'autres types cellulaires. Elles sont faciles à prélever de 
façon peu invasive et à purifier avec un haut taux de pureté. De plus, les plaquettes sont des 
cellules homogènes qui contiennent peu de protéases ce qui facilite la conservation de la 
protéine FMRP. Le dosage quantitatif de la protéine par immunobuvardage de type 
Western permet d'exprimer la quantité de FMRP en picogrammes par millions de 
plaquettes Cette quantification est absolue comparativement à la mesure de FMRP par 
immunohislochimie et elle est plus facile à reproduire que la méthode par 
immunobuvardage publiée par Kaufmann et ses collaborateurs (1999). Notre méthode de 
quantification est avantageuse, car elle permettra aux autres groupes de recherche de 
comparer leurs résultats avec les nôtres. A cette étape, l'exactitude de la méthode n'est pas 
une donnée essentielle. Toutefois, pour implanter cette méthode à grande échelle, un 
standard international ou commun aux laboratoires utilisant la méthode de quantification de 
la protéine FMRP devra ctre déterminé. De plus, notre méthode a l'avantage de mesurer des 
millions de cellules comparativement aux méthodes immunohistochimiques sur les 
lymphocytes qui ne mesurent qu'une centaine de cellules et celles sur les racines de 
cheveux qui ne mesurent que quelques dizaines de cellules. Lorsque peu de cellules sont 
analysées, une seule cellule peut à elle seule influencer le résultat du test et par exemple, 
transformer un résultat positif pour la maladie en résultat négatif. Dans notre cas, le résultat 
de quantification correspond à la moyenne des niveaux d'expression de la protéine FMRP 
de cinq millions de cellules. Ainsi, les chances que notre échantillon ne soit pas 
représentatif sont très faibles. 
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Également, notre projet de recherche est le premier à s'intéresser à la variabilité 
interindividuelle des niveaux d'expression de la protéine FMRP chez les individus sans 
déficience intellectuelle et sans le syndrome du X fragile. Nos résultats ont montré que les 
niveaux de FMRP suivaient une distribution normale. Par contre, même si la distribution 
des niveaux de la protéine FMRP était large, les valeurs seuils calculées permettaient de 
discriminer les individus avec le syndrome du X fragile des individus contrôles. Comme 
discuté précédemment, il est essentiel de valider la méthode dans la population cible; les 
enfants avec une déficience intellectuelle d'origine inconnue. Cette étape permettra de 
vérifier si les niveaux de la protéine FMRP sont abaissés en général chez les individus 
présentant une déficience intellectuelle où dans certaines autres maladies. Ainsi, les valeurs 
de référence et les valeurs seuils pourront être ajustées en fonction du contexte clinique de 
l'investigation du syndrome du X fragile. 
Notre étude a aussi permis de montrer qu'il existait un lien entre le profil cognitif et les 
niveaux d'expression de la protéine FMRP dans les plaquettes sanguines, et ce, 
particulièrement au niveau du comportement adaptatif des femmes avec le syndrome du X 
fragile. Par contre, le recrutement additionnel d'individus avec le syndrome du X fragile, 
incluant plusieurs hommes mosaïques, serait essentiel pour la bonne compréhension de la 
relation entre FMRP et le profil cognitif. De plus, la validation suivie de l'utilisation 
d'évaluations cognitives plus sensibles et mieux adaptées à la déficience intellectuelle 
pourraient permettre d'obtenir des corrélations plus significatives entre FMRP et le profil 
cognitif. 
Actuellement, le test diagnostic pour le syndrome du X fragile par Southern blot/PCR fait 
office de test de dépistage et de test de confirmation. Les résultats de notre étude suggèrent 
que l'utilisation de la mesure de l'expression de la protéine FMRP dans les plaquettes 
sanguines par immunobuvardage quantitatif permettrait de discriminer les individus avec le 
syndrome du X fragile des autres individus. En supposant que l'expression de FMRP dans 
les plaquettes sanguines reflète celle des neurones, les résultats précis et reproductibles 
obtenus avec notre méthode permettraient de mieux comprendre l'influence de FMRP sur 
le phénotype X fragile. Ainsi, la mesure de la protéine FMRP permettrait non seulement de 
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détecter les cas de syndrome du X fragile, mais aussi de donner des indications sur le profil 
cognitif des individus. Le test par Southern blot/PCR serait ainsi utilisé pour confirmer le 
diagnostic et pour identifier les porteurs de la prémutation dans une nouvelle famille. 
Le syndrome du X fragile peut être diagnostiqué très tôt dans la vie de l'enfant, et ce, avant 
même que des tests psychométriques, permettant d'établir le niveau de fonctionnement 
intellectuel avec confiance, puissent être réalisés. Comme notre méthode de dosage de la 
protéine FMRP pourrait permettre de prédire le fonctionnement intellectuel, il deviendrait 
donc un outil important dans la prise en charge précoce des individus avec le syndrome du 
X fragile. En ce moment, bien que des molécules soient en étude clinique, aucun traitement 
n'est disponible sur le marché pour renverser le phénotype X fragile. Les médicaments 
disponibles pour les individus avec le X fragile visent surtout le soulagement des 
symptômes de l'hyperactivité, l'anxiété, troubles d'attention, etc. La médication est souvent 
accompagnée d'interventions psychologiques comme des thérapies du langage, des plans 
d'éducation individualisés, des interventions pour améliorer le comportement adaptatif des 
individus, etc. (Bcrry-Kravis et Potanos, 2004). De plus, certaines caractéristiques du 
climat familial peuvent influencer le comportement adaptatif et le fonctionnement 
intellectuel, par exemple l'organisation à la maison, le climat émotionnel et un 
environnement enrichissant pour les individus (Glaser el ai, 2003). Pour toutes ces raisons, 
une intervention précoce et ciblée misant sur l'acquisition d'habileté d'adaptation doit être 
établie chez l'enfant dès le diagnostic de la maladie (Dykens et al., 1993). 
4.6. Les perspectives de l'étude 
4.6.1. A court terme 
Dans un premier temps, nous voulons mesurer l'expression de la protéine FMRP dans les 
plaquettes sanguines d'individus de la population cible du test, les enfants avec une 
déficience intellectuelle d'origine inconnue et en investigation pour le syndrome du X 
fragile. Au CIIUS le test moléculaire pour le diagnostic du syndrome du X fragile est 
actuellement fait chez tous les patients présentant une déficience intellectuelle. 
Habituellement, ce test est demandé chez des enfants d'âge préscolaire. Toutefois, le 
diagnostic n'est trouvé que chez environ 2 % des cas et, en moyenne, deux à trois cas de 
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syndrome du X fragile sont diagnostiqués chaque année au CHUS. Cette validation 
permettra d'ajuster les valeurs de références pour les niveaux d'expression de la protéine 
FMRP dans les plaquettes sanguines. De plus, cet objectif permettra de vérifier le véritable 
potentiel diagnostique de notre test en le réalisant en parallèle avec le test moléculaire 
(Southern blot/PCR). Le recrutement est déjà amorcé et jusqu'à présent, 11 participants ont 
été recrutés. Parmi les 11 participants, deux individus avec un niveau d'expression de la 
protéine FMRP en dessous de notre valeur seuil (27,3 pg de FMRP/106plaquettes) ont reçu 
un diagnostic de syndrome du X fragile par la méthode moléculaire. Dans cet objectif, les 
coûts de l'ajout du dosage de FMRP dans le diagnostic du syndrome du X fragile ainsi que 
la valeur ajoutée de ce test seront évalués. 
En poursuivant la validation de notre test, il est possible que les cas de syndrome du X 
fragile causés par des mutations affectant la taille ou l'expression de la protéine FMRP 
soient identifiés. Dans cette éventualité, une investigation plus poussée sera réalisée afin 
d'identifier si les cas sont porteurs de mutations, autres que la mutation classique, causant 
le syndrome du X fragile. Advenant le cas où le syndrome du X fragile est fortement 
suspecté et que le test actuel par Southern blot/PCR soit négatif, le séquençage complet du 
gène sera effectué. 
4.6.2. À moyen terme 
Afin de mieux comprendre la relation entre l'expression de la protéine FMRP et le 
fonctionnement intellectuel et pour confirmer les résultats présentés dans cette étude, le 
recrutement additionnel d'individus avec le syndrome du X fragile, incluant des hommes 
mosaïques avec un haut niveau de fonctionnement, est nécessaire. Pour y parvenir, une 
étude multicentrique, regroupant les principaux centres hospitaliers universitaires de la 
province, devra être planifiée. En plus de mieux comprendre la relation entre FMRP et le 
profil cognitif, le niveau minimal d'expression de la protéine FMRP qui permettrait de 
prédire le quotient intellectuel et le comportement adaptatif pourra être déterminé. 
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4.6.3. À long terme 
Également, une meilleure compréhension de la relation entre la protéine FMRP et le profil 
cognitif passe par l'utilisation d'instruments de mesure adéquats. Présentement, les tests 
d'intclligencc disponibles en français et avec normes pour les francophones du Canada sont 
peu nombreux. De plus, parmi ceux disponibles, la plupart ne sont pas suffisamment 
sensibles pour déterminer précisément le quotient intellectuel des individus de sexe 
masculin avec le syndrome du X fragile. Dans les publications scientifiques, certains outils 
sont fréquemment utilisés pour déterminer les fonctions cognitives des individus avec le 
syndrome du X fragile. Par exemple, le CFT (Rey Complex Figure Test), le BDS (Behavior 
Dyscontrol Scale), ABC (Aberant Behavior Checklist), etc. L'adaptation de ces outils 
permettrait de mesurer de façon plus exacte la déficience intellectuelle et de documenter les 
forces et faiblesses cognitives des individus avec le syndrome du X fragile. Ces 
informations sont essentielles pour déterminer le bon plan d'intervention et favoriser une 
prise en charge optimale du patient (Hessl et al., 2009). 
Finalement, mes travaux suggèrent la mise en place d'une étude longitudinale dans laquelle 
le suivi du profil cognitif et de l'expression de la protéine FMRP dans les plaquettes 
sanguines serait réalisé de l'enfance à l'âge adulte chez des individus avec le syndrome du 
X fragile. Cette étude permettrait d'avoir un outil clinique capable de prévoir le phénotype 
clinique et les besoins sociaux des individus sur une période de 10 ou 15 ans et faciliterait 
grandement le conseil génétique ou éventuellement l'évaluation de l'efficacité des 
traitements pour le syndrome du X fragile. Ces travaux nous permettraient de confirmer 
que les niveaux d'expression de la protéine FMRP sont stables dans le temps et de vérifier 
l'évolution du QI et du comportement adaptatif afin de déterminer la période de temps 
pendant laquelle notre méthode de dosage de la protéine FMRP permettrait de prédire les 
fonctions cognitives des individus avec le syndrome du X fragile. 
5. Conclusion 
Finalement, le but de notre projet de recherche était de mettre au point et d'étudier un 
nouvel outil diagnostique pour le syndrome du X fragile basé sur le dosage quantitatif de la 
protéine FMRP dans les plaquettes sanguines. Ainsi, cette méthode pourrait servir : 
1) A identifier rapidement les cas de syndrome du X fragile. 
2) A prédire, par le phénotype protéique, le phénotype clinique de l'individu atteint. 
3) A détecter d'autres types de mutations causant également le syndrome du X fragile. 
Cette approche est innovatrice puisqu'elle vise le dosage du marqueur biologique qui serait 
à l'origine du phénotype clinique plutôt que la détection de la mutation. Nos résultats ont 
montré que la mesure de la protéine FMRP dans les plaquettes sanguines est un outil 
diagnostique simplifié et prometteur qui pourrait permettre de donner des informations 
précoces concernant le phénotype cognitif des individus avec le syndrome. De plus, cette 
méthode pourrait permettre de découvrir d'autres cas de syndrome du X fragile porteurs 
d'autres types de mutations altérant l'expression de FMRP ou la taille de la protéine FMRP. 
Ainsi, cette méthode pourrait être utilisée en première ligne dans le diagnostic du syndrome 
du X fragile. La mise en place d'études multicentriques visant le recrutement d'un nombre 
plus important d'individus avec le syndrome du X fragile afin d'étudier la relation entre 
FMRP et le profil cognitif à court et long terme permettra d'obtenir un outil diagnostique et 
pronostique important dans l'évaluation du syndrome du X fragile. 
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ANNEXE A : 




Des gcn> Je soins et d'excellence 
DATE DE NAISSANCE: / / 
JOUR MOIS ANNÉE 
SEXE: MASCULIN FÉMININ 
ORIGINE ETHNIQUE: 
NIVEAU DE SCOLARITÉ RÉUSSI: 
TROUBLE DE DIATHÈSE HÉMORRAGIQUE OU THROMBOTIQUE: 
OUI NON 
I 1 
MÉDICATION: Inscrivez tous les médicaments que vous prenez présentement 
(prescrits, non prescrits, produits naturels, homéopathie, médecine chinoise ou autres) 
NOM DU MÉDICAMENT DOSE INDICATION 
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ANNEXE B : 
La lettre d'approbation et d'attestation du comité d'éthique à la recherche (CER) du 
CHUS 
97 
ANNEXE C : 
Le formulaire de consentement -  Mineurs sains 
SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
• Si le chercheur responsable du projet pense que cela est dans votre meilleur intérêt; 
• S'il existe des raisons administratives d'abandonner l'étude. 
CONFIDENTIALITÉ 
Durant votre participation à ce projet, le chercheur responsable du projet ainsi que son 
personnel recueilleront et consigneront dans un dossier de recherche les 
renseignements vous concernant. Seuls les renseignements nécessaires pour répondre 
aux objectifs scientifiques de l'étude seront recueillis. 
Tous ces renseignements recueillis au cours du projet demeureront strictement 
confidentiels dans les limites prévues par la loi. Afin de préserver votre identité et la 
confidentialité de ces renseignements, vous ne serez identifié que par un numéro de 
code. La clé du code reliant votre nom à votre dossier de recherche sera conservée par 
le chercheur responsable du projet. 
Le chercheur responsable du projet utilisera les données à des fins de recherche dans 
le but de répondre aux objectifs scientifiques du projet décrits dans le formulaire 
d'information et de consentement. 
Les données pourront être publiées dans des revues médicales ou partagées avec 
d'autres personnes lors de discussions scientifiques. Aucune publication ou 
communication scientifique ne renfermera quoi que ce soit qui puisse permettre de vous 
identifier. 
À des fins de surveillance et de contrôle, votre dossier de recherche pourra être 
consulté par une personne mandatée par le Comité d'éthique de la recherche en santé 
chez l'humain du CHUS ou par l'établissement, par une personne mandatée par des 
organismes publics autorisés. Toutes ces personnes et ces organismes adhèrent à une 
politique de confidentialité. 
À des fins de protection, notamment afin de pouvoir communiquer avec vous 
rapidement vos noms et prénoms, vos coordonnées et la date de début et de fin de 
votre participation au projet, seront conservés pendant un an après la fin du projet dans 
un répertoire maintenu par le chercheur. 
Vous avez le droit de consulter votre dossier de recherche pour vérifier les 
renseignements recueillis et les faire rectifier au besoin et ce, aussi longtemps que le 
chercheur responsable du projet ou l'établissement détiennent ces informations. 
Cependant, afin de préserver l'intégrité scientifique de l'étude, vous pourriez n'avoir 
accès à certaines de ces informations qu'une fois l'étude terminée. 
COMPENSATION 
Aucune compensation financière n'est prévue. Si une difficulté technique ou un 
prélèvement inadéquat rendait l'analyse impossible à réaliser, une reprise du 
prélèvement sanguin ne serait possible que si l'enfant était hospitalisé au CHUS 
Fleurimont et avait une autre prise de sang de prescrite par son médecin; Il n'y aurait 
également pas de compensation financière car les circonstances seraient les mêmes 
qu'auparavant. 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
CONSENTEMENT 
Je déclare avoir lu le présent formulaire d'information et de consentement, 
particulièrement quant à la nature de ma participation au projet de recherche et 
l'étendue des risques qui en découlent. Je reconnais qu'on m'a expliqué le projet, qu'on 
a répondu à toutes mes questions et qu'on m'a laissé le temps voulu pour prendre une 
décision. J'accepte que mon enfant participe à ce projet de recherche. 
J'aimerais être avisé(e), dans le cas d'un résultat anormal de dosage de FMRP : 
• oui • non 
Si oui : 
Nom et coordonnées du médecin de famille ou médecin traitant 
Assentiment du mineur (7 ans et plus)_ 
Nom du titulaire de l'autorité Signature du titulaire de l'autorité Date 
parentale ou du tuteur parentale ou du tuteur 
lien avec le mineur 
(lettres moulées) 
Nom de la personne qui obtient Signature de la personne qui Date 
le consentement(lettres moulées) obtient le consentement 
ENGAGEMENT DU CHERCHEUR 
Je certifie qu'on a expliqué au sujet de recherche les termes du présent formulaire 
d'information et de consentement, et qu'on a répondu aux questions que le sujet de 
recherche avait à cet égard et qu'on a clairement indiqué qu'il demeure libre de mettre 
un terme à sa participation, et ce, sans préjudice. 
Je m'engage à respecter ce qui a été convenu au formulaire d'information et de 
consentement et à en remettre copie signée au sujet de recherche. 
Nom du chercheur Signature du chercheur Date 
(lettres moulées) 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
CALENDRIER DES VISITES ET INTERVENTIONS 
DURÉE DE CHAQUE ÉTAPE (MIN) 
UNE SEULE VISITE AVANT RECRUTEMENT APRÈS RECRUTEMENT 
EXPLICATION DU PROJET ET DU 
« FORMULAIRE DE 
CONSENTEMENT » 
20MIN. | 
PÉRIODE DE RÉFLEXION VARIABLE 
COMPLÉTER LE « QUESTIONNAIRE 
GÉNÉRAL » | 5MIN. 
PRISE DE SANG 5 MIN. 
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Le formulaire de consentement - Volontaires sains majeurs 
10e! 
SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de 
masse ; une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile. 
CONFIDENTIALITÉ 
Durant votre participation à ce projet, le chercheur responsable du projet ainsi que son 
personnel recueilleront et consigneront dans un dossier de recherche les 
renseignements vous concernant. Seuls les renseignements nécessaires pour répondre 
aux objectifs scientifiques de l'étude seront recueillis. 
Tous ces renseignements recueillis au cours du projet demeureront strictement 
confidentiels dans les limites prévues par la loi. Afin de préserver votre identité et la 
confidentialité de ces renseignements, vous ne serez identifié que par un numéro de 
code. La clé du code reliant votre nom à votre dossier de recherche sera conservée par 
le chercheur responsable du projet. 
Le chercheur responsable du projet utilisera les données à des fins de recherche dans 
le but de répondre aux objectifs scientifiques du projet décrits dans le formulaire 
d'information et de consentement. 
Les données pourront être publiées dans des revues médicales ou partagées avec 
d'autres personnes lors de discussions scientifiques. Aucune publication ou 
communication scientifique ne renfermera quoi que ce soit qui puisse permettre de vous 
identifier. 
À des fins de surveillance et de contrôle, votre dossier de recherche pourra être 
consulté par une personne mandatée par le Comité d'éthique de la recherche en santé 
chez l'humain du CHUS ou par l'établissement, par une personne mandatée par des 
organismes publics autorisés. Toutes ces personnes et ces organismes adhèrent à une 
politique de confidentialité. 
À des fins de protection, notamment afin de pouvoir communiquer avec vous 
rapidement vos noms et prénoms, vos coordonnées et la date de début et de fin de 
votre participation au projet, seront conservés pendant un an après la fin du projet dans 
un répertoire maintenu par le chercheur. 
Vous avez le droit de consulter votre dossier de recherche pour vérifier les 
renseignements recueillis et les faire rectifier au besoin et ce, aussi longtemps que le 
chercheur responsable dû projet ou l'établissement détiennent ces informations. 
Cependant, afin de préserver l'intégrité scientifique de l'étude, vous pourriez n'avoir 
accès à certaines de ces informations qu'une fois l'étude terminée. 
COMPENSATION 
Un dédommagement de 5$ est prévu pour l'inconvénient dû au temps nécessaire pour 
la prise de sang. Si une difficulté technique ou un prélèvement inadéquat rendait 
l'analyse impossible à réaliser, le même dédommagement monétaire serait donné pour 
reprendre la prise de sang car l'inconvénient serait identique. 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de 
masse ; une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile. 
CONSENTEMENT 
Je déclare avoir lu le présent formulaire d'information et de consentement, 
particulièrement quant à la nature de ma participation au projet de recherche et 
l'étendue des risques qui en découlent. Je reconnais qu'on m'a expliqué le projet, qu'on 
a répondu à toutes mes questions et qu'on m'a laissé le temps voulu pour prendre une 
décision. Par conséquent, je consens librement et volontairement à participer à ce 
projet de recherche. 
J'aimerais être avisé(e), dans le cas d'un résultat anormal de : 
Formule sanguine : • oui • non 
Dosage de FMRP : • oui • non 
Si oui : 
Nom et coordonnées du médecin de famille : 
• Je n'ai pas de médecin de famille mais je veux être avisé(e) si l'un des résultats est 
anormal (dans ce cas, Dr Corbin communiquera avec moi) 
• oui # de téléphone • non 
Nom du participant(lettres moulées) Signature du participant Date 
Nom du témoin(lettres moulées) Signature du témoin Date 
Nom de la personne qui obtient Signature de la personne qui Date 
le consentement(lettres moulées) obtient le consentement 
ENGAGEMENT DU CHERCHEUR 
Je certifie qu'on a expliqué au sujet de recherche les termes du présent formulaire 
d'information et de consentement, et qu'on a répondu aux questions que le sujet de 
recherche avait à cet égard et qu'on a clairement indiqué qu'il demeure libre de mettre 
un terme à sa participation, et ce, sans préjudice. 
Je m'engage à respecter ce qui a été convenu au formulaire d'information et de 
consentement et à en remettre copie signée au sujet de recherche. 
Nom du chercheur Signature du chercheur Date 
(lettres moulées) 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de 
masse ; une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile. 
CALENDRIER DES VISITES ET INTERVENTIONS 
DURÉE DE CHAQUE ÉTAPE (MIN) 
UNE SEULE VISITE AVANT RECRUTEMENT APRÈS RECRUTEMENT 
EXPLICATION DU PROJET ET DU 
« FORMULAIRE DE 
CONSENTEMENT » 
20MIN. 
PÉRIODE DE RÉFLEXION VARIABLE 
COMPLÉTER LE 
« QUESTIONNAIRE GÉNÉRAL » 5MIN. 
PRISE DE SANG 5MIN. 
08 décembre 2009 
CÉR chez l'hutruvr. du CHUS 
APPROl'V t ...iMc.&.Jié-
p. 7 de 7 
113 
ANNEXE E : 
Le formulaire de consentement - Mineurs avec le syndrome du X fragile 
SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
• Si le chercheur responsable du projet pense que cela est dans votre meilleur intérêt; 
• S'il existe des raisons administratives d'abandonner l'étude. 
CONFIDENTIALITÉ 
Durant votre participation à ce projet, le chercheur responsable du projet ainsi que son 
personnel recueilleront et consigneront dans un dossier de recherche les 
renseignements vous concernant. Seuls les renseignements nécessaires pour répondre 
aux objectifs scientifiques de l'étude seront recueillis. 
Tous ces renseignements recueillis au cours du projet demeureront strictement 
confidentiels dans les limites prévues par la loi. Afin de préserver votre identité et la 
confidentialité de ces renseignements, vous ne serez identifié que par un numéro de 
code. La clé du code reliant votre nom à votre dossier de recherche sera conservée par 
le chercheur responsable du projet. 
Le chercheur responsable du projet utilisera les données à des fins de recherche dans 
le but de répondre aux objectifs scientifiques du projet décrits dans le formulaire 
d'information et de consentement. 
Les données pourront être publiées dans des revues médicales ou partagées avec 
d'autres personnes lors de discussions scientifiques. Aucune publication ou 
communication scientifique ne renfermera quoi que ce soit qui puisse permettre de vous 
identifier. 
À des fins de surveillance et de contrôle, votre dossier de recherche pourra être 
consulté par une personne mandatée par le Comité d'éthique de la recherche en santé 
chez l'humain du CHUS ou par l'établissement, par une personne mandatée par des 
organismes publics autorisés. Toutes ces personnes et ces organismes adhèrent à une 
politique de confidentialité. 
À des fins de protection, notamment afin de pouvoir communiquer avec vous 
rapidement vos noms et prénoms, vos coordonnées et la date de début et de fin de 
votre participation au projet, seront conservés pendant un an après la fin du projet dans 
un répertoire maintenu par le chercheur. 
Vous avez le droit de consulter votre dossier de recherche pour vérifier les 
renseignements recueillis et les faire rectifier au besoin et ce, aussi longtemps que le 
chercheur responsable du projet ou l'établissement détiennent ces informations. 
Cependant, afin de préserver l'intégrité scientifique de l'étude, vous pourriez n'avoir 
accès à certaines de ces informations qu'une fois l'étude terminée. 
COMPENSATION 
Une compensation financière est prévue pour ceux et celles qui accepteront de passer 
les tests psychométriques. Si ceux-ci sont passés dès la 1ère visite, des frais de 10$ 
sont prévus pour dédommager du temps supplémentaire que cela entraînera. Si une 
2ème ou 3ème visite est nécessaire, un montant de 30$ par visite sera accordé pour le 
stationnement, les frais encourus pour le déplacement, la perte monétaire due à une 
absence au travail et le temps nécessaire pour passer les tests psychométriques. 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
Si un participant devait revenir au CHUS Fleurimont dans l'unique but de reprendre le 
prélèvement sanguin, une compensation financière de 20$ sera donnée pour le 
dédommagement des inconvénients ci-haut mentionnés mais sans le temps 
supplémentaire accordé pour passer les tests psychométriques. 
DROITS DU SUJET ET INDEMNISATION EN CAS DE PRÉJUDICE 
Si vous deviez subir quelque préjudice que ce soit dû à votre participation au projet de 
recherche, vous recevrez tous les soins médicaux nécessaires, sans frais de votre part. 
En acceptant de participer à cette étude, vous ne renoncez à aucun de vos droits ni ne 
libérez les chercheurs, le commanditaire ou l'établissement où se déroule ce projet de 
recherche de leurs responsabilités civile et professionnelle. 
FINANCEMENT DU PROJET 
Le chercheur a reçu des fonds du FRSQ (Fonds de Recherche en Santé du Québec) 
pour mener à bien ce projet de recherche. Les fonds reçus couvrent les frais reliés à ce 
projet de recherche. 
PERSONNES-RESSOURCES 
Si vous avez des questions concernant le projet de recherche ou si vous croyez que 
vous éprouvez un problème de santé relié à votre participation au projet de recherche, 
vous pouvez communiquer avec Mandy Lessard (étudiante à la maîtrise) ou Sylvie 
Auger (assistante de recherche) au 819-346-1110 ext. 12782 ou avec le chercheur 
responsable du projet, Dr François Corbin au 819-348-5383 (pagette). 
Pour toute question concernant vos droits en tant que sujet participant à ce projet de 
recherche ou si vous avez des plaintes ou des commentaires à formuler vous pouvez 
communiquer avec la Commissaire aux plaintes et à la qualité du CHUS au numéro 
suivant : 819-346-1110, poste 14525. 
SURVEILLANCE DES ASPECTS ÉTHIQUES 
Le Comité d'éthique de la recherche en santé chez l'humain du CHUS a approuvé ce 
projet de recherche et en assure le suivi. De plus, nous nous engageons à lui soumettre 
pour approbation toute révision et toute modification apportée au protocole de 
recherche ou au formulaire d'information et de consentement. 
Si vous désirez rejoindre l'un des membres de cfe comité vous pouvez communiquer 
avec le Service de soutien à l'éthique de la recherche du CHUS au numéro 819-346-
1110, poste 12856. 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
CONSENTEMENT 
Je déclare avoir lu le présent formulaire d'information et de consentement, 
particulièrement quant à la nature de ma participation au projet de recherche et 
l'étendue des risques qui en découlent. Je reconnais qu'on m'a expliqué le projet, qu'on 
a répondu à toutes mes questions et qu'on m'a laissé le temps voulu pour prendre une 
décision. Je consens librement et volontairement à ce que 
- participe à ce projet de recherche. 
Consentez-vous à ce que votre enfant passe les différents tests psychométriques 
administrés par une neuropsychologue : • oui • non 
J'aimerais connaître ses résultats de tests psychométriques : 
• oui • non 
Si oui : 
Les résultats des tests psychométriques seront transmis par le Dr Drouin. 
Nom du titulaire de l'autorité Signature du titulaire de l'autorité Date 
parentale ou du tuteur parentale ou du tuteur 
lien avec le mineur 
(lettres moulées) 
Nom de la personne qui obtient Signature de la personne qui Date 
le consentement(lettres moulées) obtient le consentement 
ENGAGEMENT DU CHERCHEUR 
Je certifie qu'on a expliqué au sujet de recherche les termes du présent formulaire 
d'information et de consentement, et qu'on a répondu aux questions que le sujet de 
recherche avait à cet égard et qu'on a clairement indiqué qu'il demeure libre de mettre 
un terme à sa participation, et ce, sans préjudice. Je m'engage à respecter ce qui a été 
convenu au formulaire d'information et de consentement et à en remettre copie signée 
au sujet de recherche. 
Nom du chercheur Signature du chercheur Date 
(lettres moulées) 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
CALENDRIER DES VISITES ET INTERVENTIONS 
DURÉE DE CHAQUE ÉTAPE (MIN) 
PREMIÈRE VISITE AVANT RECRUTEMENT APRÈS RECRUTEMENT 
EXPLICATION DU PROJET ET DU 
« FORMULAIRE DE 
CONSENTEMENT » 
20MIN 
PÉRIODE DE RÉFLEXION VARIABLE 
COMPLÉTER LE « QUESTIONNAIRE 
GÉNÉRAL » 5MIN 
PRISE DE SANG 5MIN 
PREMIÈRE OU DEUXIÈME VISITE 
TESTS PSYCHOMÉTRIQUES 120MIN 
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ANNEXE F : 
Le formulaire de consentement - Majeurs avec le syndrome du X fragile 
SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; une 
nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile. 
CONFIDENTIALITÉ 
Durant votre participation à ce projet, le chercheur responsable du projet ainsi que son 
personnel recueilleront et consigneront dans un dossier de recherche les 
renseignements vous concernant. Seuls les renseignements nécessaires pour répondre 
aux objectifs scientifiques del'étude seront recueillis. 
Tous ces renseignements recueillis au cours du projet demeureront strictement 
confidentiels dans les limites prévues par la loi. Afin de préserver votre identité et la 
confidentialité de ces renseignements, vous ne serez identifié que par un numéro de 
code. La clé du code reliant votre nom à votre dossier de recherche sera conservée par 
le chercheur responsable du projet. 
Le chercheur responsable du projet utilisera les données à des fins de recherche dans 
le but de répondre aux objectifs scientifiques du projet décrits dans le formulaire 
d'information et de consentement. 
Les données pourront être publiées dans des revues médicales ou partagées avec 
d'autres personnes lors de discussions scientifiques. Aucune publication ou 
communication scientifique ne renfermera quoi que ce soit qui puisse permettre de vous 
identifier. 
À des fins de surveillance et de contrôle, votre dossier de recherche pourra être 
consulté par une personne mandatée par le Comité d'éthique de la recherche en santé 
chez l'humain du CHUS ou par l'établissement, par une personne mandatée par des 
organismes publics autorisés. Toutes ces personnes et ces organismes adhèrent à une 
politique de confidentialité. 
À des fins de protection, notamment afin de pouvoir communiquer avec vous 
rapidement vos noms et prénoms, vos coordonnées et la date de début et de fin de 
votre participation au projet, seront conservés pendant un an après la fin du projet dans 
un répertoire maintenu par le chercheur. 
Vous avez le droit de consulter votre dossier de recherche pour vérifier les 
renseignements recueillis et les faire rectifier au besoin et ce, aussi longtemps que le 
chercheur responsable du projet ou l'établissement détiennent ces informations. 
Cependant, afin de préserver l'intégrité scientifique de l'étude, vous pourriez n'avoir 
accès à certaines de ces informations qu'une fois l'étude terminée. 
COMPENSATION 
Une compensation financière est prévue pour les mandataires légaux de ceux et celles 
qui accepteront de passer les tests psychométriques. Si ceux-ci sont passés dès la 1ère 
visite, un montant de 10$ est prévu en dédommagement du temps supplémentaire que 
cela entraînera. Si une 2ème ou 3ème visite est nécessaire, un montant de 30$ par visite 
sera accordé pour le stationnement, les frais encourus pour le déplacement, la perte 
monétaire due à une absence au travail et le temps nécessaire pour passer les tests 
psychométriques. 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; une 
nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile. 
CONSENTEMENT 
Je déclare avoir lu le présent formulaire d'information et de consentement, 
particulièrement quant à la nature de ma participation au projet de recherche et 
l'étendue des risques qui en découlent. Je reconnais qu'on m'a expliqué le projet, qu'on 
a répondu à toutes mes questions et qu'on m'a laissé le temps voulu pour prendre une 
décision. Par conséquent, je consens librement et volontairement à ce que 
participe à ce projet de recherche. 
Consentez-vous à passer les différents tests psychométriques administrés par une 
neuropsychologue? • oui • non 
J'aimerais connaître ses résultats de tests psychométriques : 
• oui • non 
Si oui : 
Les résultats des tests psychométriques seront transmis par le Dr Drouin ou/et par la 
neuropsychologue. 
Nom du mandataireÂuteur/curateur Signature du mandataire/tuteur/ Date 
(lettres moulées) curateur 
Nom du témoin Signature du témoin Date 
(lettres moulées) 
Nom de la personne qui obtient Signature de la personne qui Date 
le consentement (lettres moulées) obtient le consentement 
ENGAGEMENT DU CHERCHEUR 
Je certifie qu'on a expliqué au sujet de recherche les termes du présent formulaire 
d'information et de consentement, et qu'on a répondu aux questions que le sujet de 
recherche avait à cet égard et qu'on a clairement indiqué qu'il demeure libre de mettre 
un terme à sa participation, et ce, sans préjudice. 
Je m'engage à respecter ce qui a été convenu au formulaire d'information et de 
consentement et à en remettre copie signée au sujet de recherche. 
Nom du chercheur Signature du chercheur Date 
(lettres moulées 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; une 
nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile. 
( D 8  
CALENDRIER DES VISITES ET INTERVENTIONS 
DURÉE DE CHAQUE ÉTAPE (MIN) 
PREMIÈRE VISITE AVANT RECRUTEMENT APRÈS RECRUTEMENT 
EXPLICATION DU PROJET ET DU 
« FORMULAIRE DE 
CONSENTEMENT » 
20MIN. | 
PÉRIODE DE RÉFLEXION VARIABLE 
COMPLÉTER LE « QUESTIONNAIRE 
GÉNÉRAL » | 5MIN 
PRISE DE SANG 1 5MIN 
PREMIÈRE OU DEUXIÈME VISITE 
TESTS PSYCHOMÉTRIQUES 120MIN 
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ANNEXE G : 
Le formulaire de consentement - Mineurs en investigation 
pour le syndrome du X fragile 
SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
CONFIDENTIALITÉ 
Durant votre participation à ce projet, le chercheur responsable du projet ainsi que son 
personnel recueilleront et consigneront dans un dossier de recherche les 
renseignements vous concernant. Seuls les renseignements nécessaires pour répondre 
aux objectifs scientifiques de l'étude seront recueillis. 
Tous ces renseignements recueillis au cours du projet demeureront strictement 
confidentiels dans les limites prévues par la loi. Afin de préserver votre identité et la 
confidentialité de ces renseignements, vous ne serez identifié que par un numéro de 
code. La clé du code reliant votre nom à votre dossier de recherche sera conservée par 
le chercheur responsable du projet. 
Le chercheur responsable du projet utilisera les données à des fins de recherche dans 
le but de répondre aux objectifs scientifiques du projet décrits dans le formulaire 
d'information et de consentement. 
Les données pourront être publiées dans des revues médicales ou partagées avec 
d'autres personnes lors de discussions scientifiques. Aucune publication ou 
communication scientifique ne renfermera quoi que ce soit qui puisse permettre de vous 
identifier. 
À des fins de surveillance et de contrôle, votre dossier de recherche ainsi que vos 
dossiers médicaux pourront être consultés par une personne mandatée par le Comité 
d'éthique de la recherche en santé chez l'humain du CHUS ou par l'établissement, par 
une personne mandatée par des organismes publics autorisés. Toutes ces personnes 
et ces organismes adhèrent à une politique de confidentialité. 
À des fins de protection, notamment afin de pouvoir communiquer avec vous 
rapidement vos noms et prénoms, vos coordonnées et la date de début et de fin de 
votre participation au projet, seront conservés pendant un an après la fin du projet dans 
un répertoire maintenu par le chercheur. 
Vous avez le droit de consulter votre dossier de recherche pour vérifier les 
renseignements recueillis et les faire rectifier au besoin et ce, aussi longtemps que le 
chercheur responsable du projet ou l'établissement détiennent ces informations. 
Cependant, afin de préserver l'intégrité scientifique de l'étude, vous pourriez n'avoir 
accès à certaines de ces informations qu'une fois l'étude terminée. 
COMPENSATION 
Aucune compensation financière n'est prévue. Si une difficulté technique ou un 
prélèvement inadéquat rendait l'analyse impossible à réaliser, une reprise du 
prélèvement sanguin ne serait possible que si l'enfant doit avoir une autre prise de sang 
de prescrite par son médecin. Il n'y aurait également pas de compensation financière 
car les circonstances seraient les mêmes qu'auparavant. 
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SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
CONSENTEMENT 
Je déclare avoir lu le présent formulaire d'information et de consentement, 
particulièrement quant à la nature de ma participation au projet de recherche et 
l'étendue des risques qui en découlent. Je reconnais qu'on m'a expliqué le projet, qu'on 
a répondu à toutes mes questions et qu'on m'a laissé le temps voulu pour prendre une 
décision. Je consens librement et volontairement à ce que 
participe à ce projet de recherche. 
J'aimerais être avisé, dans le cas d'un dosage anormal de FMRP • oui • non 
Si oui : 
Nom et coordonnées du pédiatre ou médecin traitant : 
Nom du titulaire de l'autorité Signature du titulaire de l'autorité Date 
parentale ou du tuteur parentale ou du tuteur 
lien avec le mineur 
(lettres moulées) 
Nom du témoin Signature du témoin Date 
(lettres moulées) 
Nom de la personne qui obtient Signature de la personne qui Date 
le consentement(lettres moulées) obtient le consentement 
ENGAGEMENT DU CHERCHEUR 
Je certifie qu'on a expliqué au sujet de recherche lès termes du présent formulaire d'information 
et de consentement, et qu'on a répondu aux questions que le sujet de recherche avait à cet 
égard et qu'on a clairement indiqué qu'il demeure libre de mettre un terme à sa participation, et 
ce, sans préjudice. Je m'engage à respecter ce qui a été convenu au formulaire d'information et 
de consentement et à en remettre copie signée au sujet de recherche. 
Nom du chercheur Signature du chercheur Date 
(lettres moulées) 
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I I SAX : Le dosage quantitatif de FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) par spectrométrie de masse; 
une nouvelle approche diagnostique pour le syndrome du X fragile 
CALENDRIER DES VISITES ET INTERVENTIONS 
DURÉE DE CHAQUE ÉTAPE (MIN) 
PREMIÈRE VISITE AVANT RECRUTEMENT APRÈS RECRUTEMENT 
EXPLICATION DU PROJET ET 
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ANNEXE H : 
Preuve de soumission de l 'article 
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ANNEXE I : 
Autorisation d'intégration d'un article en collaboration 
